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บทคัดย่อ 
 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารีไดร้วบรวมกวาวเครือขาว โดยเก็บเมล็ดของตน้ทีรวบรวมมา
จากจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และไดท้าํการจาํแนกสายพนัธ์ุ โดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD 3 ซํ. า 
สุ่มซํ. าละ 12 ตน้ จาํนวน 36 สายตน้ใชล้กัษณะทางพฤกษศาสตร์และความแตกต่างในระดบัดีเอ็นเอดว้ย
เทคนิค ISSR-Touchdown PCR เพือการจาํแนกสายพนัธ์ุ ผลการวิเคราะห์ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์
จาํนวน 7 ลกัษณะ วิเคราะห์ค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งกลุ่มโดยใช ้principle component analysis (PCA) 
พบวา่ กวาวเครือขาวมีการแบ่งเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที 1 ไดแ้ก่ สายตน้ที 34 มีลกัษณะเด่นคือ ใบมีขนาดใบ
เล็ก กลุ่มที 2 ประกอบดว้ย 23 สายตน้ มีลกัษณะเด่นคือ ใบรูปรี ฐานใบแหลม และปลายใบเรียวแหลม 
และกลุ่มที 3 ประกอบดว้ย 12 สายตน้ ลกัษณะเด่นคือ ใบรูปไข่ ฐานใบมน และปลายใบเป็นติงแหลม 
จากการจาํแนกดว้ย ISSR-Touchdown PCR ใชไ้พรเมอร์ ISSR จาํนวน 41 ไพรเมอร์ พบวา่ตรวจจบัแถบ
ดีเอ็นเอไดท้ั.งหมด  355ตาํแหน่ง คิดเป็น 8.66 ตาํแหน่งต่อไพร์เมอร์ มีขนาดของแถบประมาณ 280 bp 
ถึง 1,550 bp ในจาํนวนนี. มีแถบดีเอ็นเอทีให้ความแตกต่าง (polymorphic) จาํนวน 293 ตาํแหน่ง คิดเป็น 
82.54% ของทั.งหมด และเป็นตาํแหน่งทีไม่แตกต่างกนั (monomorphic) จาํนวน 62 ตาํแหน่ง คิดเป็น 
17.46% มีค่า polymorphism information content (PIC) ระหวา่ง 0.0315-0.9779 หรือ เฉลียเท่ากบั 0.4779  
และมีค่า No. of effective alleles per locus (Ne) ระหวา่ง 1.1250-1.8541 หรือ เฉลียเท่ากบั 1.5544  อลัลีล
ต่อโลกสั ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม (genetic similarity : GS) ของตวัอย่าง
ทั.งหมดพบว่า มีค่าระหวา่ง 0.50-0.86 โดยมีค่าเฉลียเป็น 0.77 ทีระดบั GS เท่ากบั 0.56 แยกได ้2 กลุ่ม
ใหญ่  กลุ่มที 1 ประกอบดว้ยสายตน้ที 34 และสายตน้ที 7 และกลุ่มที 2 ประกอบดว้ยตน้ทีเหลือ อีก 34 
สายตน้ ซึ งกลุ่มที 2 แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อยที GS เท่ากบั 0.69 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทาง
พนัธุกรรมพบว่า ความแปรปรวนทีพบน่าจะเกิดจากภายในกลุ่ม ทุกตน้มีพนัธุกรรมทีไม่เหมือนกนั 
และคาดว่าอาจเกิดจาก 5 แหล่งพนัธุกรรมจากเมล็ดภายในจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ จากการทดลองนี.
พบว่าการใช้เทคนิค ISSR-Touchdown PCR มีประสิทธิภาพในการจาํแนกสายพนัธ์ุกวาวเครือขาวได ้
และใหผ้ลสอดคลอ้งกบัความแตกต่างของลกัษณะภายนอก 
 พิวรารินและจีนิสทีอินเป็นสารไอโซฟลาโวนอยด์ทีพบมากในหวักวาวเครือขาว ทาํให้สาร
สกดัจากพืชดงักล่าวมีฤทธิn คลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจนและมีฤทธิn ตา้นอนุมูลอิสระ มีผลในการขยาย
หลอดเลือด และอาจลดระดบันํ. าตาลในเลือดของหนูทีเป็นเบาหวานได ้ได้ทาํการวิจยั 3 ชุดการ
ทดลองทีมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ในเดือนมกราคม 2549 ถึง เดือนมีนาคม 2552 เพือเพิม
ปริมาณพิวรารินและจีนิสทีอิน โดยใช้สารชักนาํทีเหมาะสม และเพือศึกษาผลของสารสกดัจาก
กวาวเครือขาวต่อการลดระดบันํ. าตาลในเลือดของหนูแรททีเป็นเบาหวาน ชุดการทดลองที 1 ใชส้าร
ไคโตซาน กรดซาลิไซลิก และคอปเปอร์คลอไรด์ อยา่งละ 5 ความเขม้ขน้ เพือชกันาํฤทธิn ตา้นอนุมูล
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อิสระในหวักวาวเครือขาว ทีปลูกใน growth chamber ใชแ้ผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์จาํนวน 4 
ซํ. า เริมชกันาํเมือกวาวเครือขาวอายุ 4 เดือน (ทั.งนี. เพราะกวาวเครือขาวเริมสะสมสารสําคญัทีอายุ 4 
เดือน) จาํนวน 4 ครั. ง แต่ละครั. งห่างกนั 7 วนั เก็บขอ้มูลหลงัสิ.นสุดการชกันาํที 1 วนั 7 วนั 15 วนัและ 
30 วนั พบวา่ทีเวลา 7 วนัหลงัการชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิกทีความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้
สารสาํคญัในหวักวาวเครือขาวมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั.งอนุมูลอิสระสูงทีสุดเท่ากบั 49.9 เปอร์เซ็นตแ์ละ
มี FRAP values เท่ากบั 6.05 ไมโครโมลของ Fe2+/กรัมนํ. าหนกัแห้ง แตกต่างจากทุกความเขม้ขน้
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติและที 15 วนัหลงัการชกันาํดว้ยไคโตซานทีความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/
ลิตรและคอปเปอร์คลอไรดที์ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้สารสําคญัในหวักวาวเครือขาวมี
เปอร์เซ็นต์การยบัย ั.งอนุมูลอิสระสูงทีสุดเท่ากบั 54.7 และ 49.9 เปอร์เซ็นต์และมี FRAP values 
เท่ากบั 5.72 และ 6.05 ไมโครโมลของ Fe2+/กรัมนํ. าหนกัแห้ง แตกต่างจากทุกความเขม้ขน้อยา่งมี
นยัสําคญัทางสถิติ ชุดการทดลองที 2 ใชไ้คโตซานทีความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร กรดซาลิไซ
ลิกทีความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตรและคอปเปอร์คลอไรด์ทีความเขม้ขน้ 200มิลลิกรัม/ลิตร เป็น
สารชกันาํเพือชกันาํปริมาณของพิวราริน จีนิสทีอินและฤทธิn ตา้นอนุมูลอิสระในหวักวาวเครือขาวที
ปลูกใน growth chamber และปลูกในโรงเรือนวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์และทีปลูกใน
แปลงทดลองวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก พบว่าการใช้ไคโตซานทีความ
เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด์ทีความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้
ปริมาณของพิวรารินและจีนิสทีอินในหวัของกวาวเครือขาวทีปลูกใน growth chamber และทีปลูกใน
โรงเรือนมีปริมาณสูงทีสุดและแตกต่างจากทรีตเมนตอื์น ๆ อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติโดยมีพิวราริน
เท่ากับ 423 และ 386 ไมโครกรัม/กรัมนํ. าหนักแห้ง และมีจีนิสทีอินเท่ากับ 22.6 และ 22.4 
ไมโครกรัม/กรัมนํ. าหนกัแห้ง แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติของพิวรารินและจีนิสทีอินเมือชกันาํ
ในตน้ทีปลูกในแปลงทดลอง ขณะทีการใช้ไคโตซานทีความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั
กรดซาลิไซลิกทีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร และคอปเปอร์คลอไรด์ทีความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้กวาวเครือขาวทีปลูกใน growth chamber ปลูกในโรงเรือน และปลูกในแปลง
ทดลองมีฤทธิn ตา้นอนุมูลอิสระสูงทีสุด โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 2,482 1,050 และ 1,026 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามลาํดบั และมี FRAP value เท่ากบั 4.55 4.73 และ 6.69 ไมโครโมล ของ Fe2+/กรัม
นํ.าหนกัแหง้ ตามลาํดบั ชุดการทดลองที 3 นาํหวักวาวเครือขาวทีปลูกใน growth chamber และชกันาํ
ดว้ยไคโตซานทีความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด์ทีความเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร จากการทดลองทีสอง ทีมีพิวรารินสูงทีสุดมาสกดัดว้ย  เอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์แลว้
ใชป้้อนหนูแรทพนัธ์ุวิสตาร์อายุ 10 สัปดาห์ ทั.งในหนูปกติและหนูเป็นเบาหวานเพือเปรียบเทียบผล
การลดระดับนํ. าตาลในเลือดกบักลุ่มควบคุม พบว่าสารสกดัในกวาวเครือขาวไม่มีฤทธิn ลดระดับ
นํ.าตาลในเลือดของหนูแรทในภาวะทีมีระดบันํ.าตาลสูงเฉียบพลนัทั.งในหนูปกติและหนูเบาหวาน แต่
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มีฤทธิn ลดระดบันํ. าตาลในเลือดของหนูเบาหวานทีไดรั้บสารสกดัอยา่งต่อเนือง เป็นเวลา 30 วนั โดย
ในวนัที 14 ของการป้อนสารสกดัสามารถลดระดบันํ. าตาลในเลือดได ้28.95 เปอร์เซ็นต ์และในวนัที  
21 ลดได ้26.37 เปอร์เซ็นต ์แตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ และยงัพบวา่สารสกดั
กวาวเครือขาวไม่มีผลก่อให้เกิดพยาธิสภาพต่อเนื.อเยือตบัอ่อนและเนื.อเยือตบัของหนูเบาหวาน จาก
การทดลองทาํให้ไดส้ารชกันาํทีเหมาะสมต่อการเพิมปริมาณของ พิวรารินและจีนิสทีอินคือการใช้
ไคโตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด์ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/
ลิตร และไดข้อ้มูลเบื.องตน้วา่สารสกดัจากกวาวเครือขาวขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ. าหนกัตวั มี
ฤทธิn ลดระดบันํ.าตาลในเลือดของหนูแรททีเป็นเบาหวานไดต้ั.งแต่วนัที 14 ของการป้อนอยา่งต่อเนือง  
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Abstract 
 
Seeds of White Kwao Krua (WKK) [Pueraria candollei Grah. var. mirifica (Airy 
Shaw et Suvatabandhu) Niyomdham] were collected from Prachuab Khiri Khan were planted and 
propagated in the farm of Suranaree University of Technology, however, their genetic 
backgrounds were ambiguous.  Thirty six clones of WKK in the same age were sampled for 
classification using 7 botanical characteristics and DNA fingerprint by ISSR-Touchdown PCR 
technique.  The relationship of the 7 botanical characteristics using principle component analysis 
(PCA) showed the WKK clones fell into 3 groups.  The first group was clone number 34 which 
was distinguished from the other groups by its small leaf size.  The second group consisted of 23 
clone with elliptic leaf shape, acute leaf base, and acuminate leaf base, and cuspidate leaf apex.  
The ISSR-Touchdown PCR technique with 41 primers detected 355 loci of DNA with an average 
of 8.66 loci per primer.  The sizes of DNA ranged between 280 bp to 1,550 bp.  Two hundred 
ninety three loci exhibited polymorphism information content (PIC) was between 0.0315-0.9779 
(average 0.4779) and number of effective alleles per locus (Ne) ranged between 1.1250-1.8541 
(average 1.5544).  The genetic similarity (GS) of WKK ranged between 0.50-0.86 (average 0.77).  
At the GS of 0.56 from cluster analysis, the WKK varieties could be divided into 2 major groups.  
The first group comprised of clone number 34, and the second group could be further divided into 
2 subgroups at GS of 0.69.  Population structure revealed that variation of WKK resulted from 
segregation tithing groups.  None of the WKK clones was identical in genetic, and they were 
expected to be driven from 5 genetic sources.  These result showed that applying of the ISSR-
Touchdown PCR technique could be used to classify WKK efficiently and the result  corresponded 
to the classification using botanical characteristics. 
Puerarin and genistein are isoflavonoids in the tuberous roots of WKK. WKK contains 
estrogen-like substances. It contains antioxidants and has vascular relaxation properties.  It was 
decided to determine whether it also has a hypoglycemic effect on diabetic rats. Three sets of 
experiments were conducted at Suranaree University of Technology from January 2006 to March 
2009. These were to study the antioxidant activities and to increase the amount of puerarin and 
genistein in the tuberous roots of WKK through the use of elicitors.  Furthermore, whether the 
crude extract of WKK has a hypoglycemic effect on diabetic rats was also investigated. The first 
set of experiments was set up as a complete randomized design with five concentrations of each 
  
ฉ
elicitor (chitosan, salicylic acid and CuCl2) which were applied 4 times over one month to WKK 
grown in a growth chamber. The experiment had 4 replications.  The data were collected at 1, 7, 15 
and 30 days after the final application of the elicitors. The results showed that all concentrations of 
elicitors used could promote statistically significant differences in the antioxidant activities of 
WKK.  Salicylic acid at 100 mg/L gave the highest antioxidant activities [% inhibition by the 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) method = 58.3%, ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
values = 5.89 µmol Fe2+/g dw] at 7 days after application.  Chitosan at 1,000 mg/L and CuCl2 at 
200 mg/L gave the highest antioxidant activities (% inhibition = 54.7 and 49.9% by the DPPH 
method) and had FRAP values = 5.72 and 6.05 µmol Fe2+/g dw at 15 days after application.  In the 
second set of experiments, chitosan at 1,000 mg/L, salicylic acid at 100 mg/L, and CuCl2 at 200 
mg/L were used together to induce and to increase the amount of puerarin and genistein, and to 
increase antioxidant activity in WKK grown in the growth chamber, in the greenhouse, and in the 
field.  The experiments in the growth chamber and in the greenhouse were set up as complete 
randomized designs with 8 treatments and 4 replications.  The experiment in the field was set up as 
a randomized complete block design with 8 treatments and 3 replications.  The result showed that 
WKK that were treated with chitosan at 1,000 mg/L plus CuCl2 at 200 mg/L gave the highest 
amount of puerarin and genistein when grown in the growth chamber and in the greenhouse.  The 
result for this treatment was significantly different from other treatments.  The puerarin content 
after this treatment was 423 and 386 µg/g dw, and the genistein content was 22.6 and 22.4 µg/g 
dw.  However, there were no statistically significant differences in the amount of puerarin and 
genistein for WKK that was grown in the field.  The treatment of chitosan at 1,000 mg/L, plus 
salicylic acid at 100 mg/L, plus CuCl2 at 200 mg/L, gave the highest antioxidant activities for the 
WKK that were grown in the growth chamber, in the greenhouse, and in the field.  The IC50 results 
for these treatments were 2,482, 1,050 and 1,026 µg/ml by the DPPH method, and the FRAP 
values were 4.55, 4.73 and 6.69 µmol Fe2+/g dw, respectively.  The third set of experiments 
involved WKK that were grown in a growth chamber with treatment using chitosan at 1,000 mg/L 
plus CuCl2 at 200 mg/L, which gave the highest puerarin content from the second experiment.  
Samples from WKK grown under these conditions were used to test the hypoglycemic effect in 
normal rats and in diabetic rats.  Those WKK were extracted with 80% ethanol, and the crude 
extract was given to 10 week old rats, both normal and diabetic.  The results showed that the crude 
extract could not reduce the blood sugar level in normal and acute diabetic rats.  But, after repeated 
  
ช
daily oral administration in chronic diabetic rats for 30 days, the crude extract statistically 
significantly reduced blood sugar levels compared to those of the control group by 28.92% and 
26.37% on days 14 and 21.  Furthermore, histopathology findings showed no evidence of lesions 
related to the extract toxicity.  Therefore, chitosan at 1,000 mg/L plus CuCl2 at 200 mg/L could 
increase the amount of puerarin and genistein in WKK.  In addition, the WKK crude extract 
administered orally daily at 100 mg/kg body weight to chronic diabetic rats showed an 
hypoglycemic effect from day 14.  
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บทที 1 
บทนํา 
 
1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 
กวาวเครือขาว [Pueraria candollei Grah. var. mirifica (Airy Shaw et Suvatabandhu) 
Niyomdham] เป็นพืชสมุนไพรและเป็นพืชสงวนลาํดบัที6 8 ตามพระราชบญัญติัพนัธ์ุพืช พ.ศ. 2518 
(ฉบบัที6 1) ตามประกาศของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ที6ประกาศในราชกิจจานุเบกษา (กรม
วิชาการเกษตร, 2548) เพื6อไม่ให้จาํนวนที6พบในธรรมชาติลดลงอย่างรวดเร็วและอาจสูญพนัธ์ุได ้
ความตอ้งการกวาวเครือขาวมีสูงขึNนใน พ.ศ. 2542 ในประเทศไทยกวาวเครือขาวมกัพบในบริเวณ
พืNนที6ราบเชิงเขา  และพืNนที6ลาดชันของเทือกเขาต่างๆ  เช่นที6จงัหวดักาญจนบุรี ประจวบคีรีขนัธ์ 
เชียงใหม่  ตาก  เลย  ลาํปาง  และสระบุรี (Dithachaiwong et al., 2005) อยา่งไรก็ตามลกัษณะทาง
พฤกษศาสตร์ที6หลากหลายตามแห่งที6พบกวาวเครือขาวนําไปสู่การศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม ดว้ยวิธีใชโ้มเลกุลเครื6องหมาย เช่น  Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), 
Inter Simple Sequences Repeat (ISSR), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP), 
Simple Sequent Repeat (SSR) ในรายงานทั6วไป โมเลกุลเครื6องหมายถูกนาํมาใชใ้นการจาํแนกพนัธ์ุ
กวาวเครือขาว Dithachaiwong et al. (2005) ใช ้RAPD ซึ6 งมีการร่วมกบั ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ใน
การจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวจากแหล่งพนัธ์ุต่างๆ 7 แหล่ง  ได้แก่   กาญจนบุรี  เชียงใหม่ ตาก 
ประจวบคีรีขนัธ์ เลย ลาํปาง และสระบุรี อยา่งไรก็ตามการจาํแนกโดยใช ้RAPD มีความแตกต่างกบั
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ Jamjanta (1996) ตรวจสอบชนิดของพนัธ์ุกวาว 5  ชนิด โดยใช้รูปแบบ
ของไอโซไซมแ์ละเทคนิค RAPD  แบบแผนของไอโซไซมที์6บ่งบอกความแตกต่างของกวาวเครือได้
ดีที6สุด คือ esteras และ peroxidase ที6น่าสนใจคือแบบแผนของ dendrogram ที6ไดจ้ากผลการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิคไอโซไซม์ สอดคล้องกับ dendrogram ที6ได้จากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RAPD 
Sittihiphrom (2005)  ใชเ้ทคนิค HAT-RAPDในการจาํแนก กวาวเครือ (Pueraria spp.) 
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) เป็นเทคนิคโมเลกุลเครื6องหมายชนิดหนึ6งที6ใชว้ิธีพีซี
อาร์ในการตรวจสอบ ไพรเมอร์ของ ISSR จะมีลกัษณะเป็นลาํดบัเบสซํN าเป็นชุด ซึ6 งจะไปจบักบั
ตาํแหน่งเบสคู่สมที6มีลกัษณะเป็นลาํดบัเบสซํN าเช่นกนั บนจีโนมของสิ6งมีชีวิต ที6เรียกว่า Simple 
Sequnce Repeat (SSR) หรือ microsatellite  ตาํแหน่งของ SSR กระจายตวัอยูท่ ั6วจีโนมของสิ6งมีชีวิต 
ทาํให้ไพร์เมอร์จบักบัตาํแหน่งต่างๆ บนจีโนม ชิNนส่วนดีเด็นเอที6เพิ6มปริมาณขึNนมาเป็นบริเวณ
ระหวา่ง SSR สองตาํแหน่ง เทคนิคนีN จึงชื6อ Inter Simple Sequence Repeat ซึ6 งโพลีมอร์ฟิซึมหรือ
ความแตกต่าง เกิดขึNนจากความแปรปรวน (variation) ของลาํดบัเบสภายในชิNนส่วนดีเอ็นเอเช่น 
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insertion หรือ deletion และการ mutation ของบริเวณที6ไพรเมอร์เขา้จบั ทาํให้ไดชิ้Nนส่วนดีเอ็นเอที6
แตกต่างกนั เทคนิคนีNคลา้ยกลบั RAPD ในส่วนที6วา่เป็นการสุ่มตาํแหน่งต่างๆของจีโนม แต่ ISSR มี
ความจาํเพาะสูงกว่า เนื6องจากลาํดบัเบสของไพรเมอร์ มีความจาํเพาะมากกวา่ ไม่ไดมี้ลาํดบัเบสสุ่ม
เหมือนกบั RAPD จึงเป็นเทคนิคที6ทาํซํN าไดสู้ง (high reproducibility)ส่วนเทคนิค touchdown PCR 
ช่วยในการเพิ6มความจําเพาะและปริมาณผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ ทาํได้โดยลดอุณหภูมิในขัNนตอน 
annealing ลงทุกๆ รอบพีซีอาร์ การใชเ้ทคนิค touchdown PCR ร่วมกบั ISSR ทาํให้แถบดีเอ็นเอมี
ความชดัเจนมากขึNนและง่ายต่อการอ่านผล (Tsumura et al., 1996) UPGMA มีหลกัการคือ การใช้
หลกัการทางสถิติดว้ยวิธี clustering algorithms โดยนาํขอ้มูลทาง phonetics ซึ6 งเป็นอนุกรมวิธานเชิง
จาํนวน numerical taxonomy อาศยัความคลา้ยคลึงกนัทางลกัษณะภายนอกทัNงหมด ทัNงค่าเดี6ยวๆ 
discrete character และค่าต่อเนื6อง continuous character แลว้เปลี6ยนเป็นระยะทาง distance สร้าง
ความสัมพนัธ์รูปตน้ไม ้(Sneath and Sokal, 1973) PIC มีหลกัการคือ การคุณสมบติัของเครื6องหมายดี
เอ็นเอนัNนๆ วา่มีประโยชน์ในการนาํไปใชม้ากหรือนอ้ย เป็นค่าที6แสดงความหลากหลายของขอ้มูล
ในตาํแหน่งที6ศึกษา (Botstein et al., 1980)  
กวาวเครือขาวสะสมอาหารไวใ้นรากสะสมอาหาร (หัว) ที6อยูใ่ตดิ้น ในหวักวาวเครือขาวมี
ฤทธิz คลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจน (Lee et al., 1983; Cherdshewasart et al., 2004) และมีฤทธิz ตา้น
อนุมูลอิสระสูง (antioxidant) (Cherdshewasart et al., 2008) สารไอโซฟลาโวนอยด์ (isoflavonoids) 
ที6พบการสะสมในกวาวเครือขาวคือพิวราริน (puerarin) และจีนิสทีอิน (genistein) (Chansakaow et 
al., 2000) พิวรารินมีผลลดภาวะดืNอต่ออินซูลิน (insulin resistance) ลดการแข็งตวัของหลอดเลือด 
(Xu et al., 2005) และเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (John et al., 2004) ส่วนจีนิสทีอินเป็นฮอร์โมน
เอสโตรเจนอยา่งอ่อนลดการเกิดภาวะกระดูกพรุน (Knight and Eden, 1996) การยบัย ัNงเซลล์มะเร็ง 
และเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (Frank et al., 1994) อนุมูลอิสระ (free radicals) เป็นโมเลกุลที6ไม่
เสถียรและวอ่งไวต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั สามารถทาํลายเซลล์และทาํให้เกิดโรคต่าง ๆ เช่น 
โรคมะเร็ง และโรคอลัไซเมอร์ การบริโภคหรือใชส้ารที6มีฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระ จะป้องกนัและลด
โอกาสเกิดโรคเหล่านีN ได ้(เฉลิมพงษ ์แสนจุม้และไชยวฒัน์ ไชยสุต, 2547) สารตา้นอนุมูลอิสระจะ
จบัอิเล็กตรอนโดดเดี6ยวของสารอนุมูลอิสระ จึงยบัย ัNงปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ (Gutteridge and 
Halliwell, 1994) ความกา้ว หนา้ของงานวิจยัดา้นสรรพคุณและพิษวิทยาของกวาวเครือขาวมีมากขึNน 
ทาํให้ผูบ้ริโภคเขา้ใจและยอมรับผลิตภณัฑ์ที6มีส่วนผสมของกวาวเครือขาวในรูปแบบต่าง ๆ เช่น ยา
แผนโบราณ อาหารเสริมสุขภาพหรือใชผ้สมในเครื6องสําอางมากขึNน (วิชยั เชิดชีวศาสตร์, 2541; นิสากร 
ปานประสงค,์ 2542; อรดี สหวชัรินทร์, 2542) คณะกรรมการอาหารและยาขึNนทะเบียนผลิตภณัฑ์ที6มี
กวาวเครือขาวเป็นส่วนประกอบเป็นยาแผนโบราณแลว้กวา่ 50 ตาํรับ (กระทรวงสาธารณสุข, 2542) 
 3
และมูลค่าการส่งออกของผลิตภณัฑ์จากกวาวเครือขาวมีประมาณ 1,500 ล้านบาท/ปี (มูลนิธิการ 
แพทยแ์ผนไทย, 2548) กวาวเครือขาวยงัใช้ในการเลีN ยงสัตวไ์ด ้พบว่าผงกวาวเครือขาวที6ผสมใน
อาหารเลีN ยงสุกรสามารถเพิ6มคุณภาพเนืN อของสุกรเพศผู ้ได้ใกล้เคียงกับเนืN อของสุกรเพศเมีย 
(สมโภชน์ ทบัเจริญ และคณะ, 2552) การผสมกวาวเครือขาว 1 ถึง 2 เปอร์เซ็นตใ์นอาหารเลีNยงไก่ ทาํ
ใหไ้ก่เจริญเติบโตดีไม่แตกต่างจากการไดรั้บฮอร์โมนสังเคราะห์ แต่ทาํให้สีและรสชาดของเนืNอส่วน
อกดีกวา่การให้ฮอร์โมนสังเคราะห์ (อรรถวุฒิ พลายบุญ และคณะ, 2552) หวักวาวเครือขาวมีพิวรา
รินที6มีฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระสูงไม่แตกต่างจาก α-tocopherol ที6เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน 
(Cherdshewasart et al., 2008) และมีฤทธิz ลดระดบันํN าตาลในเลือดของหนูทดลองได ้(Chen et al., 
2004) อาจจะเป็นประโยชน์ในการรักษาโรคเบาหวานได ้เนื6องจากการใช้ประโยชน์จากกวาวเครือ
ขาวมีความหลากหลายมากขึNน คาดว่าความตอ้งการใช้หัวกวาวเครือขาวจะเพิ6มขึNนด้วย ปัญหาที6
สําคญัคือ คุณภาพของหวัไม่สมํ6าเสมอ Cherdshewasart et al. (2008) พบวา่กวาวเครือขาวที6เก็บจาก
ป่าจาํนวน 28 แห่ง มีสารไอโซฟลาโวนอยด์ชนิดหลกั ๆ เช่น พิวราริน และจีนิสทีอิน แตกต่างกนั
อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เนื6องจากไดรั้บอิทธิพลของพนัธุกรรม และอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มที6
แตกต่างกนัในแต่ละพืNนที6 เพื6อลดปัญหาดงักล่าวและทาํให้หัวกวาวเครือขาวที6ปลูกโดยเกษตรกรมี
คุณภาพดีขึNน จึงใชว้ิธีเร่งให้กวาวเครือขาวสร้างหรือสะสมสารไอโซฟลาโวนอยด์ให้สูงขึNน ในพืช
ตระกูลเดียวกนักับกวาวเครือขาว เพิ6มปริมาณจีนิสทีอินได้ด้วยการใช้สารชักนําเช่น ไคโตซาน 
(chitosan) และกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) (Kneer et al., 1999; Al-Tawaha et al., 2005) ประสาร 
ฉลาดคิด (2546) พบวา่การฉีดพน่คอปเปอร์คลอไรดเ์พิ6มปริมาณจีนิสทีอินในหวักวาวเครือขาวได ้ 
เนื6องจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ได้รวบรวมพนัธ์ุกวาวเครือขาวจากจังหวดั
ประจวบคีรีขนัธ์ตัNงแต่ปี 2542 และขยายพนัธ์ุจากเมล็ดที6เกิดจากการผสมขา้ม เนื6องจากเป็นพืช
ตระกูลถั6ว กวาวเครือขาวมีลกัษณะดอกสมบูรณ์เพศและขยายพนัธ์ุโดยเกิดผสมตวัเอง แต่มีรายงาน
การศึกษาการผสมของถั6วมีโอกาสเกิดการผสมขา้มได ้ (Mackie and Smith, 1935) เป็นเรื6องที6หลีก 
เลี6ยงไม่ได้ที6ไม่สามารถจาํแนกกวาวเครือขาวชุดนีN ได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยใช้ลักษณะทาง
พฤกษศาสตร์เนื6องจากรักษาพนัธ์ุไวใ้กลก้วาวเครือขาวที6มาจากแหล่งอื6น  
งานวิจัยนีN จึงมีจุดประสงค์เพื6อการประยุกต์เทคนิคการใช้เครื6 องหมายดีเอ็นเอ (ISSR-
Touchdown PCR) ในการจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวที6มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ที6หลากหลายซึ6 ง
รวบรวมไวใ้นฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี และศึกษาถึงวิธีการชกันาํปริมาณสารสําคญัใน
กวาวเครือขาว โดยใชไ้คโตซาน กรดซาลิไซลิกและคอปเปอร์คลอไรด์เป็นสารชกันาํ แลว้คดัเลือก
ความเขม้ขน้และจาํนวนวนัหลงัการชกันาํ (treatment time) ของสารแต่ละชนิดที6เพิ6มฤทธิz ตา้นอนุมูล
อิสระได้มากที6สุดมาใช้ร่วมกนั เพื6อชกันาํให้กวาวเครือขาวสร้างพิวราริน จีนิสทีอิน สารฟีนอลิค
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โดยรวม (total phenolic acid) สารฟลาโวนอยด์โดยรวม (total flavonoids) และศึกษาผลกระทบของ
สารชกันาํต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว แลว้นาํกวาวเครือขาวที6มีพิวรารินสูงที6สุดที6ไดจ้าก
การชักนํา ไปป้อนหนูแรทที6 เป็นเบาหวานเพื6อศึกษาฤทธิz ของการลดระดับนํN าตาลในเลือด 
เปรียบเทียบกบัการป้อนนํNากลัNนและการป้อนยาควบคุมระดบันํN าตาลในเลือด จึงเป็นพืNนฐานที6สําคญั
ต่อการใช้สารชักนําในการปลูกกวาวเครือขาว และการใช้กวาวเครือขาวในเชิงการรักษา
โรคเบาหวานต่อไปได ้
 
1.2 วตัถุประสงค์ของการวจัิย  
1.2.1 เพื6อรวบรวมสายพนัธ์ุกวาวเครือ และจดักลุ่มโดยใชค้วามใกลชิ้ดของสายพนัธ์ุ  
1.2.2  เพื6อให้ทราบถึงชนิด และผลของสารออกฤทธิz สําคญัของกวาวเครือขาวในทุกสาย
พนัธ์ุที6พบ 
1.2.3 เพื6อใหไ้ดแ้นวทางการเพิ6ม ผลผลิต และสารออกฤทธิz ให้สูงขึNน จากการปลูก และการ
จดัการที6เหมาะสม 
 
1.3 ขอบเขตการวจัิย  
1.3.1   การทดลองที6หนึ6 ง ทาํการจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวที6มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ที6
หลากหลายซึ6 งรวบรวมไวใ้นฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยการประยุกต์
เทคนิคการใช้เครื6องหมายดีเอ็นเอ (ISSR-Touchdown PCR) ในการจาํแนกพนัธ์ุ
กวาวเครือขาว สุ่มตรวจจาํนวน 36 สายตน้ 
1.3.2  การทดลองที6สอง กลุ่มตวัอยา่งคือกวาวเครือขาวที6ปลูกใน growth chamber อายุ 4 
เดือน ชกันาํดว้ยไคโตซาน กรดซาลิไซลิก และคอปเปอร์คลอไรด์ ชนิดละ 5 ความ
เขม้ขน้ ตรวจวดัฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระ คดัเลือกความเขม้ขน้ของสารชกันาํแต่ละชนิด 
ที6ทาํใหห้วักวาวเครือขาวมีฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระสูงที6สุดไปใชใ้นการทดลองที6สาม 
1.3.3   การทดลองที6สาม นาํสารจากการทดลองที6สองมาใชร่้วมกนัเพื6อชกันาํ ให้กวาวเครือ
ขาวที6ปลูกใน growth chamber ในโรงเรือนและแปลงทดลอง สร้างสารพิวราริน จีนิส
ทีอินและฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระ  
1.3.4   การทดลองที6สี6คดัเลือกหัวกวาวเครือขาวที6มีปริมาณของพิวรารินสูงที6สุดจากการ
ทดลองที6สาม ไปสกัดด้วยเอทิลแอลกอฮอล์แล้วป้อนหนูแรทที6 เป็นเบาหวาน 
เปรียบเทียบฤทธิz การลดระดบันํN าตาลในเลือดกบัการป้อนนํN ากลั6นและยากลยัเบนคลา
ไมด ์(glibenclamide)  
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1.4 ประโยชน์ทีคาดว่าจะได้รับ 
1.4.1   สามารถจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวที6มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ที6หลากหลายซึ6 ง
รวบรวมไวใ้นฟาร์มมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารีได ้
1.4.2  ไดส้ารชกันาํที6เหมาะสมในการเพิ6มฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระ เพิ6มพิวรารินและจีนิสทีอิน
ในหวักวาวเครือขาวใหสู้งขึNนก่อนการเก็บเกี6ยว 
1.4.3 ทราบถึงฤทธิz ตา้นอนุมูลอิสระ 
1.4.4 ได้ทราบฤทธิz การลดระดบันํN าตาลในเลือดของหนูแรทในสภาวะที6ระดบันํN าตาลใน
เลือดสูงเฉียบพลนัและการให้สารติดต่อกนั เป็นเวลา 30 วนั ผลต่อเนืNอเยื6อตบัอ่อน
และตบั ซึ6 งอาจเป็นแนวทางในการใชป้ระโยชน์ในผูป่้วยโรคเบาหวานต่อไป 
 
1.5 หน่วยงานทีนําผลการวจัิยไปใช้ประโยชน์ 
1.5.1  ผูป้ลูกกวาวเครือขาวและผูป้ระกอบธุรกิจดา้นสมุนไพร 
1.5.2  ผูป้ระกอบวชิาชีพเวชกรรม เภสัชกรรม  
1.5.3  ผูป้ระกอบโรคศิลปะสาขาการแพทยแ์ผนไทยและหมอพืNนบา้น 
1.5.4  หน่วยงานวจิยัที6เกี6ยวขอ้งกบัการใชป้ระโยชน์ของกวาวเครือขาว 
1.5.5  สถาบนัการศึกษาทั6วไป 
 
บทที 2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัทีเกียวข้อง 
 
2.1 กวาวเครือขาว 
กวาวเครือขาว [Pueraria candollei Grah. var. mirifica (Airy Shaw et. Suvatabandhu) 
Niyomdham] (ชวลิต นิยมธรรม, 2538) หรือ ตานจอมทอง กวาวหวั ตาลานเครือ เป็นพืชในวงศ ์
Leguminosae อนุวงศ ์papilionoideae (วฒิุ วฒิุธรรมเวช, 2540). 
2.1.1  นิเวศวทิยา  
ชวลิต นิยมธรรม (2538) รายงานว่าพบไดม้ากตามป่าเบญจพรรณในภาคเหนือทีQ
จงัหวดัเชียงใหม่และลาํปาง ในพืUนทีQทีQมีความสูง 300-800 เมตรจากระดบันํU าทะเล จรัญ ดิษฐ์ไชยวงศ ์
และคณะ (2550)  
2.1.2  พนัธ์ุ และลกัษณะทางพฤกษศาสตร์  
กรมวิชาการเกษตร (2548) รายงานว่า หัวหรือรากสะสมอาหาร (tuberous roots) 
ลกัษณะค่อนขา้งกลม ขนาดใหญ่และคอดยาวเป็นตอน ๆ ต่อเนืQองกนั เปลือกบางแต่แข็ง สีนํU าตาล
อ่อนถึงสีนํU าตาลเขม้ ความหนาของเปลือกประมาณ 2-4 มิลลิเมตร เนืUอภายในมีสีขาวนวล เห็นวงปี 
ลาํตน้เป็นเถาเลืUอยพนักบัตน้ไมอื้Qน  เถาย่อยจะแตกแขนงออกไปจากเถาหลกั เถาแก่มีสีนํU าตาลอ่อน
จนถึงสีนํUาตาลเขม้ ยอดอ่อนและกิQงอ่อน มีสีเขียว ใบเป็นใบประกอบมีใบยอ่ย 3 ใบ กา้นใบประกอบ
ยาว 10-28 เซนติเมตร หูใบเป็นรูปไข่ โคนใบมนหรือเป็นติQงยืQนลงมา ดอกเป็นช่อเดีQยวและช่อแขนง
ออกตามปลายกิQง ยาว 20-30 เซนติเมตร กา้นช่อดอกมีขนสัUน ๆ คลา้ยดอกถัQว ยาว 4-7 เซนติเมตร 
กลีบรองดอกเชืQอมติดกนัเป็นรูประฆงั มีกลีบดอก 5 กลีบ ดอกออกเป็นกระจุกในระยะผลดัใบ 
กระจุกละ 3-5 ดอก ฝักมีลกัษณะแบนรูปขอบขนาน กวา้งประมาณ 7 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 3 
เซนติเมตร มี 3-4 เมล็ด/ฝัก เมล็ดค่อนขา้งกลม เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 3 มิลลิเมตร (ภาพทีQ 2.1) 
ในประเทศไทยกวาวเครือขาวมกัพบในบริเวณพืUนทีQราบเชิงเขา  และพืUนทีQลาดชันของ
เทือกเขาต่างๆ  เช่นทีQจงัหวดักาญจนบุรี ประจวบคีรีขนัธ์ เชียงใหม่  ตาก  เลย  ลาํปาง  และสระบุรี 
(Dithachaiwong et al., 2005) อยา่งไรก็ตามลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ทีQหลากหลายตามแห่งทีQพบ
กวาวเครือขาวนาํไปสู่การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม ดว้ยวิธีใชโ้มเลกุลเครืQองหมาย เช่น  
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Inter Simple Sequences Repeat (ISSR), 
Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP), Simple Sequent Repeat (SSR) ในรายงาน
ทัQวไป โมเลกุลเครืQองหมายถูกนาํมาใช้ในการจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาว Dithachaiwong et al. 
(2550) ใช ้ RAPD ซึQ งมีการร่วมกบั ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ในการจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวจาก
แหล่งพนัธ์ุต่างๆ 7 แหล่ง  ได้แก่   กาญจนบุรี  เชียงใหม่ ตาก ประจวบคีรีขนัธ์ เลย ลาํปาง และ
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สระบุรี อย่างไรก็ตามการจาํแนกโดยใช้ RAPD มีความแตกต่างกับลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
Jamjanta (1996) ตรวจสอบชนิดของพนัธ์ุกวาว 5  ชนิด โดยใช้รูปแบบของไอโซไซม์และเทคนิค 
RAPD  แบบแผนของไอโซไซม์ทีQบ่งบอกความแตกต่างของกวาวเครือไดดี้ทีQสุด คือ esteras และ 
peroxidase ทีQน่าสนใจคือแบบแผนของ dendrogram ทีQไดจ้ากผลการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคไอโซไซม ์
สอดคล้องกบั dendrogram ทีQได้จากผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค RAPD Sittihiphrom (2005)  ใช้
เทคนิค HAT-RAPDในการจาํแนก กวาวเครือ (Pueraria spp.)  
นอกจากนีU ยงัมีการใชเ้ครืQองหมายโมเลกุลในการจาํแนกพืชชนิดอืQนๆ เช่น Mendes et al. 
(2009) ประสบความสาํเร็จในการใชเ้ทคนิค ISSR การจาํแนกพืชสมุนไพร Angelica lignescems และ 
Melanoselinum decipiens  Sakuanrungsirikul et al. (2005a)ไดใ้ชเ้ทคนิค ISSR ในการจาํแนกพนัธ์ุ
ทุเรียน และพนัธ์ุเงาะ(Sakuanrungsirikul et al., 2005b) ISSR ใชห้ลกัการเพิQมปริมาณชิUนส่วนดีเอ็นเอ
โดยวธีิพีซีอาร์โดยไพรเมอร์ทีQใชจ้ะจบักบัส่วนทีQเป็นลาํดบัเบสซํU าเป็นชุดๆ ของ microsatellite และมี
เบสพิเศษอีก 1-3 เบสทีQปลาย 3’ หรือ 5’ เพืQอเพิQมความจาํเพาะ และลดความซบัซ้อนของรูปแบบของ
แถบ นอกจากนีU เทคนิค ISSR ไม่จาํเป็นตอ้งทราบลาํดบัดีเอ็นเอใดๆของสิQงมีชีวิตทีQตอ้งการศึกษามา
ก่อน ดงันัUนจึงง่ายกวา่เทคนิคอืQนๆ (Wolfe et al. 1998)  เทคนิคนีU ยงัให้แถบทีQมีความแตกต่างกนัมาก
และทาํซํU าได ้ 
2.1.3  การเจริญเติบโต  
ประสาร ฉลาดคิด (2546) พบวา่การเจริญในรอบ 1 ปี (phenological cycle) ของกวาว 
เครือขาวในป่าตามธรรมชาติทีQ อาํเภอวงันํU าเขียว จงัหวดันครราชสีมา มีระยะแตกเครือเถาและใบ
อ่อนเริQมตัUงแต่เดือนกุมภาพนัธ์ถึงมีนาคม ระยะการเจริญและพฒันาของเครือเถาและใบเริQมตัUงแต่
เดือนมีนาคมถึงกรกฎาคม ระยะผลดัใบเริQมตัUงแต่เดือนตุลาคมถึงกุมภาพนัธ์ ระยะออกดอกเริQมตัUงแต่
เดือนกุมภาพนัธ์และ ระยะการติดฝักจนเจริญและพฒันาเป็นเมล็ดแก่ในเดือนเมษายน ขณะทีQใน
แปลงทดลองทีQมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุนารีจะออกดอกในระหว่างเดือนพฤศจิกายนถึงมกราคม 
เมืQอมีอาย ุ6 เดือนจาํนวนช่อดอกเฉลีQย/ตน้เท่ากบั 41.90 นํU าหนกัเฉลีQย/100 เมล็ดเท่ากบั 2.52 กรัมโดย
มีระยะ เวลาตัUงแต่เริQมออกดอกในเดือนพฤศจิกายนจนกระทัQงเมล็ดแก่ในเดือนมีนาคมหรือประมาณ 
4 เดือน นํUาหนกัหวัเฉลีQยเมืQออาย ุ4 เดือนเท่ากบั 38.59 กรัม และเพิQมขึUนเป็น 249.88 กรัม เมืQอตน้กวาว 
เครือขาวอายุ 16 เดือน เปอร์เซ็นตค์วามชืUนเฉลีQยของหวัทีQอายุ 4 เดือนเท่ากบั 90.29 และเพิQมขึUนเป็น 
90.69 เปอร์เซ็นต ์ เมืQอกวาวเครือขาวอายุ 16 เดือน ความหนาแน่นเฉลีQยของหวัทีQอายุ 4 เดือนเท่ากบั 
0.98 กรัม/ลูกบาศกเ์ซนติเมตร และเพิQมขึUนเป็น 1.03 กรัม/ลูกบาศก์เซนติเมตร เมืQอกวาวเครือขาวอาย ุ
16 เดือน 
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ภาพทีQ  2.1  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของกวาวเครือขาว (วโิรจน์ เชาวว์เิศษ, 2550) 
 
2.1.4  สรรพคุณและฤทธิ-ทางเภสัชวทิยา  
สารไอโซฟลาโวนส์ในหัวทาํให้กวาวเครือขาวมีคุณสมบติัเป็นไฟโตเอสโตรเจน 
(phytoestrogen) คือเอสโตรเจนทีQไดจ้ากพืชและออกฤทธิ เช่นเดียวกบัเอสโตรเจนในสัตวทุ์กประการ 
ไฟโตเอสโตรเจนมีฤทธิ ต่อร่างกายหลายอยา่ง ทัUงกระตุน้ภูมิตา้นทาน ตา้นอนุมูลอิสระและทาํหนา้ทีQ
คลา้ยฮอร์โมน (บรรจบ ชุณหสวสัดิกุล, 2543) นอกจากนีU มีรายงานผลของกวาวเครือขาวต่อระบบ
ต่าง ๆ ในสัตวท์ดลองดงันีU  
2.1.4.1 ผลต่อระบบสืบพนัธ์ุ มีผลคุมกาํเนิดยบัย ัUงการฝังตวัของตวัอ่อน การสร้าง
อสุจิ การหลัQงนํU านม และการออกไข่ของสัตวท์ดลอง (นนัทวนั บุญยะประภสัสร และอรนุช โชคชยั
เจริญพร, 2539) ทาํให้หนูทดลองทีQตัUงทอ้งในระยะแรกแทง้ (ยุทธนา สมิตะสิริและสันติ ศกัดารัตน์, 
2538) การให้ผงป่นกวาวเครือขาวขนาด 100 และ 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํU าหนกัตวั/ครัU ง ทาํให้
ขนาดและนํU าหนกัของอณัฑะ ต่อมลูกหมาก และ seminal vesicle ของหนูทดลองลดลงและทาํให้
อสุจิหยดุการเจริญ (ยพุดี ลางคลิจนัทร์, 2527) 
2.1.4.2 ผลต่อระบบเลือด กวาวเครือขาวมีฤทธิ กระตุ้นให้ตบัสร้างโปรตีนทีQจบั
แคลเซียมได้ ระบบทางเดินอาหารจึงดูดซึมแคลเซียมได้มากขึU นและทาํให้ total protein และ 
chloresterol ในเลือดสูงขึUน (สมบูรณ์ อนนัตลาโภชยัและสุวทิย ์เจศรีชยั, 2528) การให้กวาวเครือขาว
ขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํU าหนักตวั/วนั ทาํให้จาํนวนเม็ดเลือดแดงของหนูทดลองลดลง
ประมาณร้อยละ 20 (บรรจบ ชุณหสวสัดิกุล, 2543)  
2.1.4.3 ผลต่อต่อมหมวกไตและตบั สารสกัดกวาวเครือจะลดการหลัQง follicle 
stimulating hormone (FSH) และ luteinizing hormone (LH) จากต่อมใตส้มอง การสร้างฮอร์โมนเพศ
จึงลดลง ทาํใหต่้อมหมวกไตทาํหนา้ทีQสร้างฮอร์โมนแทน ต่อมหมวกไตจึงมีจาํนวนเซลล์เพิQมขึUน และ
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การป้อนผงป่นปริมาณ 100 และ 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํU าหนกัตวั/ครัU ง ทาํให้มีเลือดคัQงในหลอด
เลือดดาํใหญ่ในตบั (ยุพดี ลางคลิจนัทร์, 2527) หนูขาวทีQกินผงกวาวเครือขาวปริมาณ 300 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมนํUาหนกัตวั ต่อเนืQอง 14 วนั ทาํใหเ้ซลลต์บัเกิดการอกัเสบมีเลือดคัQง  
2.1.5  พษิวทิยาของกวาวเครือขาว 
กวาวเครือขาวมีค่า LD50 มากกวา่ 10 กรัม/กิโลกรัม การทดสอบพิษกึQงเรืU อรังในหนู
เพศผูที้Qไดรั้บกวาวเครือขาว 100 และ 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม พบวา่ทาํให้หนูมีการเติบโตลดลง มี
คอเลสเตอรอลลดลงจาก 70 มิลลิกรัม เหลือ 20 มิลลิกรัม มีตบัโตขึUน และอณัฑะมีอาการบวมนํU า 
(ปราณี ชวลิตธาํรง และคณะ, 2542) 
 
2.2  ไอโซฟลาโวนอยด์  
ไอโซฟลาโวนอยด์เป็นสารประกอบฟลาโวนอยด์กลุ่มหนึQ งทีQพบทัQวไปในพืชตระกูลถัQวจึง
พบได้ในกวาวเครือขาว และเป็นสารกลุ่มทีQท ําให้เกิดสรรพคุณและฤทธิ ทางเภสัชวิทยาของ
กวาวเครือขาวดงัรายละเอียดขา้งตน้ สามารถแบ่งไอโซฟลาโวนอยด์ตามโครงสร้างออกเป็น 5 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ chromenes, isoflavones, isoflavone glycosides, coumestans และ pterocarpans (Ingham et al., 
1989) ดงัสรุปในตารางทีQ  2.1 
 
ตารางที  2.1  กลุ่มของสารฟลาโวนอยดแ์ละตวัอยา่งสารในแต่ละกลุ่ม (Ingham et al., 1989) 
กลุ่มของไอโซฟลาโวนอยด์ สารในกลุ่ม 
Chromenes -Miroestrol 
-Deoxymiroestrol 
-Isomiroestrol 
Isoflavones -Daidzein 
-Genistein 
-Kwakhurin 
-Kwakhurin hydrate 
Isoflavone glycosides -Daidzin 
-Genistin 
-Mirificin 
-Puerarin 
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ตารางที  2.1  กลุ่มของสารฟลาโวนอยดแ์ละตวัอยา่งสารในแต่ละกลุ่ม (ต่อ) (Ingham et al., 1989) 
 
Coumestans -Coumestrol 
-Mirificoumestan 
-Mirificoumestan glycol 
-Mirificoumestan hydrate 
Pterocarpans -Tuberosin 
-Puemiricarpene 
 
ตวัอยา่งของสารไอโซฟลาโวนอยดใ์นกลุ่มต่าง ๆ ทีQมีการใชป้ระโยชน์และไดรั้บความสนใจ
ในปัจจุบนั มีดงันีU  
 
2.2.1  Puerarin  
พิวรารินเป็นสารประกอบไอโซฟลาโวนอยด์ สูตรโมเลกุลคือ C21H20O9 และสูตร
โครงสร้างดงัแสดงในภาพ 2.2 มีผลต่อการรักษาภาวะอว้น (obesity) ภาวะดืUอต่ออินซูลิน (insulin 
resistance) ความดนัโลหิตสูง ภาวะไขมนัในเลือดผิดปกติและภาวะหลอดเลือดแข็งตวั (Xu et al., 
2005) ลดระดบันํU าตาลในเลือดของหนูทดลองทีQเป็นเบาหวาน (Chen et al., 2004) เป็นสารตา้นอนุ 
มูลอิสระ ตา้นการเกิดโรคมะเร็ง (John et al., 2004) พิวรารินแยกไดจ้าก Pueraria lobota (Guo et al., 
2001) มีผลให้การไหลเวียนเลือดดีขึUน (Zhu et al., 2004; Cervellati, 2002) และป้องกนัการเกิดโรค
หลอดเลือดหวัใจตีบ (Benlhabib, 2004)  
 
 
 
 
ภาพทีQ  2.2  สูตรโครงสร้างของ พิวราริน  (Sigma-aldrich, 2009a)  
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2.2.2  Genistein  
จีนิสทีอิน มีสูตรโครงสร้างดงัแสดงในภาพทีQ 2.3 มีคุณสมบติัเป็นสารทีQออกฤทธิ
คลา้ยเอสโตรเจน (William and Harbone, 1989) จึงมีผลต่อร่างกายหลายประการ เช่น ลดภาวะกระ ดู
กพรุน (Knight and Eden, 1996) ลดไขมนัอุดตนัในเส้นเลือด (Antony et al., 1996) ยบัย ัUงกระ บวน
การเกิดมะเร็งหลายประการ เช่น antimutagenic, antiproliferative, antiestrogenic และ antioxidant 
(Frank et al., 1994)  
 
 
 
 
ภาพทีQ  2.3  สูตรโครงสร้างของ จีนิสทีอิน  (Sigma-aldrich, 2009b)  
 
2.3  ฤทธิ-ต้านอนุมูลอสิระในกวาวเครือขาว 
 
2.3.1  อนุมูลอสิระ  
คืออะตอมหรือโมเลกุลทีQมีอิเล็กตรอนทีQไม่เข้าคู่อย่างน้อย 1 อิเล็กตรอนจึงเป็น
โมเลกุลทีQไม่เสถียร และวอ่งไวในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมี (ไมตรี สุทธจิตต ์และคณะ, 2545) อนุมูล
อิสระอาจเกิดจากการสลายตวัของโมเลกุลทีQถูกกระตุน้โดยรังสีเอ็กซ์ รังสีอิเล็กตรอน รังสีแกรมมา 
และความร้อน หรืออาจเกิดจากกระบวนการยอ่ยสลายสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ เกิดจากการออกซิ
เดชัQนของลิปิดในอาหารเนืQองจากความร้อน แสง และโลหะหนกั เช่น เหล็กและแมงกานีส และเกิด
จากมลภาวะ เช่น ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์ ควนับุหรีQ  ในสภาวะปกติร่างกายจะ
สร้างอนุมูลอิสระในอตัราทีQปกติ และเป็นไปในแนวทางทีQเป็นประโยชน์ แต่ในสภาวะทีQมีการสร้าง
มากเกินไป จะเกิดภาวะความเครียดเนืQองจากออกซิเดชนั (oxidative stress) จึงเกิดความเป็นพิษต่อ
เซลล์ พิษของอนุมูลอิสระต่อพืช เมืQอพืชอยู่ในสภาวะเครียดจะสร้างอนุมูลอิสระของ reactive 
oxygen species (ROS) ขึUน (Polle and Rennenberg, 1993) ดงัแสดงในตารางทีQ 2.2 จึงทาํให้สรีรวิทยา 
และการแสดงออกของยนีของพืชเปลีQยนแปลงไป (Sharma and Davis, 1997)  
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ตารางที  2.2  สาเหตุของความเครียดในพืชทีQเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระชนิดต่าง ๆ 
Stressor ROS 
Drought O2
๐ - 
Nutrient deficiency O2
๐ - 
Pathogens H2O2 
 
2.3.2  สารต้านอนุมูลอสิระ   
คือสารทีQมีโครงสร้างทีQสามารถจบัอิเล็กตรอนโดดเดีQยวของอนุมูลอิสระ ทาํให้ไม่
สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัและปฏิกิริยาลูกโซ่ได ้จึงลดอตัราการเกิดโรคร้ายแรงต่าง ๆ ทีQเกิด
จากอนุมูลอิสระเป็นตน้เหตุ (Gutteridge and Halliwell, 1994)  
2.3.3  วธีิการทดสอบฤทธิ-ต้านอนุมูลอสิระ 
2.3.3.1  วดัความสามารถในการจบัสารอนุมุลอิสระ 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 
radical scavenging capacity assay (DPPH) เป็นการวิเคราะห์ความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัทีQ
ใช ้ reagent คือ 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ซึQ งเป็นอนุมูลิสระทีQเสถียรในตวัทาํละลายเมทานอล 
สารละลายนีU มีสีม่วง ดูดกลืนแสงไดดี้ทีQความยาวคลืQน 517 นาโนเมตร ถา้ตวัอยา่งมีความสามารถใน
การตา้นออกซิเดชนัไดสู้ง ความเขม้ของสารละลายสีม่วงก็จะลดลง รายงานผลเป็นค่า 50 เปอร์เซ็นต ์
effective concentration (EC50) ซึQ งหมายถึงปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระทีQทาํให้ความเขม้ขน้ของ 
DPPH เหลืออยู่ 50 เปอร์เซ็นต ์ หรือรายงานในรูปของค่า IC50 ดว้ย ซึQ งทาํโดยการสร้างกราฟ
ความสัมพนัธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์การยบัย ัUงอนุมูลอิสระกบัความเขม้ขน้ของสารตวัอย่าง เพืQอหาค่า 
IC50 วธีิ DPPH มีขอ้ดีคือ สะดวก รวดเร็ว ง่ายต่อการวิเคราะห์ ให้ความถูกตอ้ง และมี reproducibility 
สูง แต่มีขอ้เสียคือ ไม่สามารถใชว้เิคราะห์ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระของเลือดไดเ้พราะตอ้งวดัในปฏิกิริยา
ทีQเป็น alcohol ซึQ งทาํใหโ้ปรตีนตกตะกอนได ้
2.3.3.2  วิธี ferric reducing/antioxidant power (FRAP) เป็นอีกวิธีหนึQ งทีQใช้ในการ
ตรวจสอบความสามารถในการต้านออกซิเดชันโดยอาศัยปฏิกิริยารีดอกซ์ และติดตามการ
เปลีQยนแปลงสีของสารประกอบเชิงซ้อนคือ เมืQอสารประกอบเชิงซ้อน ferric tripyridyltriazine (Fe3+-
TPTZ) ไดรั้บอิเล็กตรอนจากสารตา้นออกซิเดชนั แลว้จะเปลีQยนไปอยูใ่นรูปสารประกอบเชิงซ้อน 
ferrous tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ) ทีQมีสีม่วงนํU าเงิน วิธี FRAP สามารถติดตามปฎิกิริยาทีQเกิดขึUน
โดยวดัค่าดูดกลืนแสงทีQ 595 นาโนเมตร จากนัUนศึกษาความสามารถในการตา้นออกซิเดชนัในสาร
ตวัอยา่ง โดยการเปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน ferrous sulfate แลว้รายงานเป็นค่า FRAP value ขอ้ดี
ของวิธีนีU ก็คือ เสียค่าใชจ่้ายน้อย สะดวก รวดเร็ว มีขัUนตอนในการทดลองไม่ยุง่ยากซบัซ้อนและมี 
reproducibility ดี  
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 สารตา้นอนุมูลอิสระในพืชทีQสําคญั ไดแ้ก่ วิตามินอี พบมากในเมล็ดทานตะวนั ถัQวเหลือง 
และนํU ามนัรําขา้ว สารประกอบฟีนอลิค (phenolic compound) มีบทบาทสําคญัในการทาํให้เกิดสี 
กลิQนและรสชาดในพืชผกัและผลไม ้เช่น ฟลาโวนอยด์ (flavonoids compound) ซึQ งมีประมาณ 8,000 
ชนิด (ปวณีา ข่วงทิพย,์ 2546; นวลศรี รักอริยะธรรม และอญัชนา เจนวถีิสุข, 2545)  
2.3.4  สารประกอบฟีนอล  
เป็นอนุพนัธ์ของเบนซีนทีQมีหมู่ไฮดรอกซิลต่ออยู่เป็นแกนหลกัและอาจมีหมู่แทนทีQ 
มาแทนทีQตาํแหน่ง ortho meta หรือ para ไดอี้ก R1 ถึง R5 เป็นหมู่แทนทีQ การแทนทีQตาํแหน่งต่าง ๆ 
เหล่านีUทาํใหส้ารประกอบฟีนอลในพืชมีโครงสร้างแตกต่างกนัไป ดงัภาพทีQ 2.4 สารประกอบฟีนอล
เป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) ทีQสําคญัในพืช สังเคราะห์จากกรดอะมิโน ฟีนิลอะลานิน 
(phenylalanine) และไทโรซีน (tyrosine) อนุพนัธ์ของสารประกอบฟีนอลทีQพบในพืชไดแ้ก่ ฟลาโว
นอยด ์แทนนิน ลิกนิน เป็นตน้ ดงัแสดงในภาพทีQ 2.5   
 
 
 
                ภาพทีQ  2.4  โครงสร้างพืUนฐานของสารประกอบฟีนอล 
 
2.3.5  สารประกอบฟลาโวนอยด์  
เป็นสารกลุ่มหนึQงของสารประกอบฟีนอล เกิดจากปฏิกิริยาระหวา่ง p-cumaryl Co A 
(C6-C3) กบั malonyl Co A 3 โมเลกุล ไดเ้ป็น chalcones แลว้ทาํการปิดวงในสภาวะทีQเป็นกรด 
โครงสร้างของสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์จึงเป็น diphenylpropane (C6-C3-C6) ความแตกต่างของสาร
กลุ่มนีUจะขึUนอยูก่บัหมู่แทนทีQและความไม่อิQมตวัของสารแต่ละชนิด ตวัอยา่งสารในกลุ่มฟลาโวนอยด ์
ดงัแสดงในภาพทีQ 2.6 
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ภาพทีQ  2.5  แสดงสารอนุพนัธ์ของสารประกอบฟีนอล 
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ภาพทีQ  2.6  สารอนุพนัธ์ของฟลาโวนอยด์ 
 
2.4  สารชักนํา  
สารชักนาํคือโมเลกุลทีQสามารถกระตุน้กระบวนการสร้างสารทุติยภูมิ เช่น ฟีนิลโพรพา
นอยด ์ทีQพบวา่ สิQงทีQมีผลต่อสารไอโซฟลาโวนอยด์คือ ความเขม้แสง หรือ รังษียวูี การเขา้ทาํลายของ
โรคพืช การเกิดบาดแผล และปริมาณธาตุอาหารในดิน (ภาพทีQ 2.7) เป็นตน้ สารชกันาํอาจมาภายใน
หรือภายนอกเซลล์ของพืชก็ได้ การจาํแนกจึงขึU นอยู่กับทีQมาของสารชักนํา ได้เป็น 2 แบบ ตาม
ลกัษณะของการกาํเนิด ไดแ้ก่ปัจจยัจากสิQงมีชีวิต เช่น สารประกอบไกลโคโปรตีน  สารอินทรียที์Qมี
มวลโมเลกุลตํQา  และ  สารโพลีแซคคาไรด ์ทีQไดจ้ากพืช  เช่น  เปกติน  หรือ เซลลูโลส  และทีQไดจ้าก 
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จุลินทรีย ์ เช่น ไคติน ไคโตซาน หรือ กลูแคน จากสิQงไม่มีชีวิต เช่น รังสียวูี เกลือ โลหะหนกั หรือ 
สารเคมีทีQไปรบกวนการทาํงานของเนืUอเยืQอต่าง ๆ (Heike and Dietrich, 1995)   
 
 
 
 
ภาพทีQ  2.7  ตวัอยา่งของสิQงชกันาํทีQมีผลต่อการผลิตสารในวถีิการสังเคราะห์ฟีนิลโพรพานอยด ์  
  (Dixon and Paiva, 1995) 
  
2.4.1 ไคโตซาน (ภาพที 2.8)  
เป็นอนุพนัธ์ของไคติน หมู่แอซีติล (-CO-CH3) ของไคทินถูกกาํจดัออกเหลือเป็น
หมู่อะมิโน (-NH2) ทีQคาร์บอนตํQาแหน่งทีQสอง ดว้ยปฏิกิริยาเคมีความร้อนกบัสารละลายด่างเขม้ขน้  
(ปิยะบุตร วานิชพงษพ์นัธ์ุ และสุวลี จนัทร์กระจ่าง, 2542) หรือดว้ยปฏิกิริยาของเอนไซมใ์นกลุ่ม 
chitindeacetylase ถา้หมู่แอซีติลถูกตดั หรือหลุดออกไปประมาณ 60 เปอร์เซ็นต ์ไคทินจะถูกเรียกวา่
ไคโตซาน และถา้หมู่แอซีติลถูกตดัหรือหลุดไปประมาณ 90-100 เปอร์เซ็นต ์ จะเรียกวา่ fully 
deacetylated chitosan (เยาวภา ไหวพริบ, 2534) ไคโตซานสามารถกระตุน้การสังเคราะห์เอนไซม ์
phenylalanine ammonia lyase (PAL) ซึQ งเป็นเอนไซมใ์นวิถีการสังเคราะห์สารประกอบฟลาโวนอยด์
ในพืช (Young and Kauss, 1983) การใชเ้ป็นสารชกันาํโดยฉีดพน่สารละลายไคโตซานความเขม้ขน้ 
1,000 มิลลิกรัม/ลิตรทีQใบของถัQวเหลืองเพิQมไอโซฟลาโวนส์ในเมล็ดถัQวเหลืองไดถึ้ง 16-96 เปอร์เซ็นต ์
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(Al-Tawaha et al., 2005) และเพิQมยงัดาอิดซีอินไดถึ้ง 150 เปอร์เซ็นต ์ ไคโตซานมีคุณสมบติัเป็น 
linear polyelectrolyte มีความหนาแน่นทางประจุสูงจึงยึดจบักบัประจุลบและโลหะไดดี้ (อษัฎาวธุ 
แสงนภาเพญ็, 2542) จึงอาจช่วยเสริมการออกฤทธิ ของสารอืQน เมืQอใชเ้ป็นสารชกันาํในพืชได ้ ไคโต
ซานละลายในกรดอินทรียอ่์อน เช่น กรดแอซีติก ซิตริก เป็นตน้ ไม่ละลายนํUาทีQ pH เป็นกลาง ไม่
สามารถละลายไดที้Q pH สูงกวา่ 6.5 ไม่ละลายในสารอินทรียห์ลายชนิดแต่สามารถยอ่ยสลายไดต้าม
ธรรมชาติ ไคโตซานมีองคป์ระกอบของไนโตรเจนอยูจึ่งมีบทบาทสาํคญัในดา้นปุ๋ยชีวภาพ และสาร
กระตุน้การเจริญเติบโตของพืช (สุวลี จนัทร์กระจ่าง, 2544) 
 
 
 
ภาพทีQ  2.8  โครงสร้างของไคโตซาน จาก Muzzarelli (1973) 
 
2.4.2  กรดซาลไิซลกิ  
มีสูตรโครงสร้าง และวิถีของการสังเคราะห์ แสดงในภาพทีQ 2.9 กรดซาลิไซลิก
สังเคราะห์มาจากกรดอมิโนฟีนิลอลานิน โดยฟีนิลอลานีนจะเปลีQยนเป็น trancinamic acid จากนัUนจึง
เปลีQยนเป็น benzoic acid และเป็น กรดซาลิไซลิกในทีQสุด (Davies, 1995) กรดซาลิไซลิคเป็นผงสีขาว 
ไวต่อแสง มีกลิQนฉุน (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additive, 1992) ละลายนํU าได้
เล็กน้อย ละลายไดดี้ในแอลกอฮอล์เขม้ขน้ประมาณ 15.2 กรัม/100 มิลลิลิตร เมืQอถูกความร้อน
สามารถระเหิดได ้กรดซาลิไซลิกเป็นสารประกอบฟีนอลอยา่งง่ายทีQมีผลต่อกระบวนการเจริญเติบโต
ของพืช เช่น การเปิด-ปิดของปากใบ การงอกของเมล็ด การดูดซบัประจุ การแสดงออกของเพศและ
การตา้นทานการเขา้ทาํลายของโรค นอกจากนีU ยงัยบัย ัUงการสังเคราะห์และการทาํงานของเอธิลีน ทาํ
ให้ถูกนาํมาใช้เพืQอชะลอการสุกของผลไม ้ (ศิริชยั กลัยาณรัตน์, 2548) การฉีดพ่นกรดนีU ในถัQวเขียว
สามารถเพิQมจาํนวนฝักและผลผลิตของถัQวเขียวได ้(Singh and Kaur, 1980) มีผลต่อการเพิQมอตัราการ
สังเคราะห์แสงและปริมาณของคลอโรฟิลล์ในถัQวเหลือง (Zhao et al., 1995) มีผลควบคุมการ
แพร่กระจายของเชืUอโรคทีQเขา้ทาํลายพืชใหจ้าํกดัอยูใ่นบริเวณเล็ก ๆ รอบ ๆ บริเวณทีQเชืUอเริQมเขา้ไปใน
พืช เรียกวา่ hypersensitive reaction (HR) ซึQ ง HR เป็นผลมาจาก systemic acquired resistance (SAR) 
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ซึQ งเกิดขึU นจากการชักนําของกรดซาลิไซลิค ระบบดังกล่าวเกีQยวข้องกับการกระตุ้นให้พืชสร้าง
เอนไซม ์phenylalanine ammonia lyas ซึQ งเป็นเอนไซมส์ําคญัในกระบวนการสังเคราะห์สารไอโซ-
ฟลาโวนอยด์ (Raskin, 1992) ดงันัUนการทีQพืชสร้างเอนไซมช์นิดนีUมากขึUนอาจส่งผลทางออ้มต่อการ
สังเคราะห์สารไอโซฟลาโวนอยดเ์พืQอใชใ้นระบบป้องกนัตวัแบบ SAR ของพืชได ้
 
 
 
ภาพทีQ  2.9  สูตรโครงสร้างของกรดซาลิไซลิคและวถีิการสังเคราะห์ (Joint FAO/WHO Expert  
 Committe on Food Additive, 1992) 
 
2.4.3  คอปเปอร์คลอไรด์ 
คอปเปอร์คลอไรด์มีธาตุทองแดงทีQเป็นจุลธาตุอาหารของพืช ซึQ งเป็นองค์ประกอบ
ของเอนไซม์เร่งปฏิกิริยารีดอกซ์ และกระบวนการถ่ายโอนอีเล็กตรอนในพืช มีผลต่อกระบวนการ
สร้างโปรตีน สร้างคลอฟิลล ์เพิQมความสมบูรณ์ของการพฒันาเมล็ดและผลอ่อน และช่วยในการ ตรึง
คาร์บอนไดออกไซด์มาใช้สังเคราะห์แสง (ยงยุทธ โอสถสภา, 2543) การฉีดพ่นสารละลายทีQมี
ส่วนผสมของทองแดงใหก้บักวาวเครือขาว ทาํให้ปริมาณสารสําคญัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติ โดยสารละลายของทองแดงความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้ดาอิดซีอินมีค่าเฉลีQยสูงทีQสุด 
44.69 มิลลิกรัม/ลิตร และทาํให้จีนิสทีอินมีค่าเฉลีQยสูงทีQสุดเท่ากบั 28.45 มิลลิกรัม/ลิตร (ประสาร 
ฉลาดคิด, 2546) 
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2.5  โรคเบาหวาน  (diabetes mellitus, DM)  
คือภาวะทีQร่างการมีระดบักลูโคสในเลือดหลงัอดอาหาร 12-14 ชัQวโมงแลว้ยงัสูงกวา่ 140 
มิลลิกรัม/เดซิลิตร เนืQองจากการหลัQงฮอร์โมนอินซูลินจากเซลล์บีตา (beta cell) ในไอเลตส์ออฟแลง-
เกอร์แฮนส์ของตบัอ่อนลดลง หรือขาดฮอร์โมนอินซูลินจากการทีQเซลล์บีตาถูกทาํลาย หรือการ
ตอบสนองของเนืUอเยืQอเป้าหมายต่อการทาํงานของฮอร์โมนอินซูลินลดลง ทาํให้การเผาผลาญ
คาร์โบไฮเดรต ไขมนั และโปรตีนผิดปกติ องคก์ารอนามยัโลกแบ่งโรคเบาหวานตามสาเหตุเป็น 4 
ชนิด แต่ทีQเป็นปัญหาและมีผูส้นใจศึกษามากมี 2 ชนิด คือ เบาหวานชนิดทีQ 1 หรือเบาหวานชนิดพึQง
ฮอร์โมนอินซูลิน (type 1 diabetes mellitus หรือ insulin dependent diabetes mellitus, IDDM) เกิด
จากตบัอ่อนผลิตฮอร์โมนอินซูลินไม่ไดห้รือผลิตไดไ้ม่เพียงพอ เนืQองจากเซลล์บีตาถูกทาํลายจาก
ระบบภูมิคุม้กนัทีQทาํงานผิดปกติมกัพบในเด็ก อาการของโรคทีQมกัพบไดแ้ก่ ปัสสาวะบ่อย กระหาย
นํUาบ่อย นํUาหนกัลด และอ่อนเพลีย โรคเบาหวานชนิดทีQ 2 หรือเบาหวานชนิดไม่พึQงฮอร์โมนอินซูลิน 
(type 2 diabetes mellitus หรือ non insulin dependent diabetes mellitus, NIDDM) โดยเซลล์บีตาใน
ตบัอ่อนสามารถผลิตฮอร์โมนอินซูลินได้ แต่ฮอร์โมนไม่สามารถทาํงานได้ตามปกติ เซลล์ไม่
ตอบสนองต่อฮอร์โมน เกิดภาวะดืUอต่อฮอร์โมนอินซูลิน (insulin resistance) เป็นโรคเบา หวานชนิด
ทีQพบไดม้ากทีQสุด คิดเป็นร้อยละ 90 ของเบาหวานทีQพบทัQวโลก อาการในระยะแรก ๆ ไม่เด่นชดั 
ผูป่้วยทราบวา่ตนเป็นโรคก็ต่อเมืQอมีอาการของภาวะแทรกซอ้นเกิดขึUน (ณฐัธญั แสนบวัผนั, 2545)  
การรักษาโรคเบาหวานของแพทยแ์ผนปัจจุบนัยงัคงใชฮ้อร์โมนอินซูลินและยาสังเคราะห์ใน
รูปของงยาเม็ดเป็นยาหลกัในการรักษา เช่น ยา glibenclamides, biguanides, sulfonylureas และ 
thiazoledinediones เป็นตน้ แต่ยาเหล่านีUมกัมีผลขา้งเคียง และไม่สามารถป้องกนัโรคแทรกซ้อนได ้
(Rang and Dale, 1991) การใชพ้ืชสมุนไพรในการรักษาโรคนีU จึงเป็นแนวทางหนึQงทีQน่าสนใจและมี
รายงานถึงความสามารถในการใชล้ดระดบันํUาตาลในเลือดของสัตวท์ดลองอยูอ่ยา่งต่อเนืQอง  
 2.5.1  การทาํให้สัตว์ทดลองเป็นเบาหวานด้วยสเตรปโตโซโทซิน (streptozotocin)  
สเตรปโตโซโทซินเป็นยาปฏิชีวนะทีQสังเคราะห์ไดจ้าก Streptomyces achromogenes 
และสามารถสังเคราะห์ไดใ้นห้องปฏิบติัการ และมีสูตรโครงสร้างดงัภาพทีQ 2.10 มีลกัษณะเป็นผงสี
เหลืองอ่อน มีความเสถียรทีQอุณหภูมิตํQา สามารถละลายนํU าได ้ค่า pH ประมาณ 4-4.5 (Elias et al., 
1994) ใชช้กันาํเบาหวานโดยฉีดเขา้หลอดเลือดดาํ (intravenous, i.v.) ของหนูวยัเจริญพนัธ์ุเพืQอชกันาํ
เบาหวานชนิดพึQงฮอร์โมนอินซูลินตอ้งใช้ในขนาดระหว่าง 40-60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํU าหนกัตวั 
(Ganda et al., 1976) การฉีดเขา้ช่องทอ้ง (intraperitoneal, i.p.) ตอ้งใชข้นาดเท่ากนัหรือสูงกวา่ แต่ถา้
ใชต้ ํQากวา่ 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํUาหนกัตวั และใชช้กันาํเพียงครัU งเดียงอาจจะไม่ไดผ้ล (Katsumata et 
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al., 1992) โดยยาจะกระจายไปยงัตบัอ่อน ลาํไส้ ไปทีQตบั และไตมากทีQสุด แต่ไม่เขา้สู่สมอง 
(Karunanayake et al., 1974) สเตรปโตโซโทซินเป็นสารกลุ่ม methylnitrosourea จึงออกฤทธิ โดยจบั
ทีQ glucosetransporter (GLUT2) และผา่นเขา้ไปในเซลล์บีตาในตบัอ่อน (Schnedl et al., 1994) ทาํให้
เกิดการเติมหมู่ alkyl ทีQสายดีเอนเอ จึงทาํใหส้ายดีเอนเอเสียหาย (Elsner et al., 2000) นอกจากนีU ยงัทาํ
ให้เกิด nitric oxide (NO) ซึQ งก็มีผลทาํลายเซลล์บีตา (Szkudelski, 2001) ทาํให้เซลล์บีตาตาย และมี
การทาํงานทีQผิดปกติ จึงมีการสังเคราะห์ proinsulin ลดลง จึงหลัQงอินซูลินไดล้ดลงเกิดเป็น
โรคเบาหวาน (Nakatsuka et al., 1990)  
ปัจจยัทีQมีผลต่อการเหนีQยวนาํให้เกิดโรคเบาหวานโดยสเตรปโตโซโทซินไดแ้ก่ 1) อาหารถา้
หนูกินอาหารทีQมีปริมาณโปรตีนสูง และคาร์โบไฮเดรตตํQา (โปรตีน 63 เปอร์เซ็นต,์ คาร์โบไฮเดรต 6 
เปอร์เซ็นต)์ ก่อนการฉีดสเตรปโตโซโทซินโอกาสเกิดโรคเบาหวานจะลดลง (Schmidt et al., 1980) 
2) ขนาดของสเตรปโตโซโทซินและชนิดของสัตวท์ดลอง ความรุนแรงของการเกิดโรคเบาหวานจะ
ขึUนอยูก่บัขนาดของสารทีQมากขึUน ขนาดทีQนิยมใชจ้ะอยูร่ะหวา่ง 25-200 มิลลิกรัม/กิโลกรัมขึUนอยูก่บั
ชนิดของสัตวท์ดลอง ขนาดทีQเหมาะสมต่อหนูแรทคือ 50-65 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (Karunanayake et 
al., 1974) 4) อายุ เมืQอให้สเตรปโตโซโทซินในสัตวท์ดลองทีQอายุนอ้ยโอกาสเกิดโรคเบาหวานก็จะ
นอ้ยลง Wong and Wu (1994) รายงานวา่การให้สเตรปโตโซโทซินขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
แบบ i.v. ในหนูอายุ 8 สัปดาห์ จะเหนีQยวนาํให้เกิดโรคเบาหวานดีกวา่การให้ในหนูอายุ 4 และ 6 
สัปดาห์  
 
 
 
ภาพทีQ  2.10  สูตรโครงสร้างของสเตรปโตโซโทซิน (Elias et al., 1994) 
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2.5.2  ยารักษาโรคเบาหวานชนิดกลยัเบนคลาไมด์  
กลยัเบนคลาไมดเ์ป็นยา กลุ่ม second generation sulfonylurea เป็นยาเม็ดลดนํU าตาลใน
เลือดชนิดหลกัทีQใชม้าเกือบ 40 ปีแลว้ และยงัคงใช้กนัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนั เพราะเทียบตาม
นํU าหนกัยาแลว้จะมีความแรงกวา่ first generaton sulfonylurea ถึง 50-100 เท่า และมีสูตรโครงสร้าง
คือ 1-{4-[2-(5-chloro-2-methoxybenzamido) ethyl] benzensulfonyl}-3-cyclohexylurea (Davis and 
Gramer, 1999) (ภาพทีQ 2.11) กลยัเบนคลาไมด์เป็นกรดอ่อน ดูดซึมในระบบทางเดินอาหารได้
ประมาณ 85 เปอร์เซ็นต ์(Ferner and Neil, 1988) กลยัเบนคลาไมด์กระตุน้เซลล์บีตาให้หลัQงอินซูลิน 
แต่ไม่สามารถกระตุน้ให้เกิดการสร้างอินซูลินได้ ยาออกฤทธิ โดยจบักบัรีเซพเตอร์ทีQผนังเซลล ์
เรียกวา่ sulfonylurea receptor (SUR) และทาํให้เกิดการปิดกัUน ATP sensitive potassium channels ทีQ
ผนงัของเซลล์บีตาจึงเกิด membrane depolarization ขึUนและทาํให้ calcium channels ทีQผนงัเซลล ์
เปิดทางให้แคลเซียมเคลืQอนยา้ยจากภายนอกเขา้สู่เซลล์ได ้ การเพิQมขึUนของแคลเซียมภายในเซลล์ทาํ
ให้มีการเคลืQอนยา้ย insulin granule มาทีQผนงัเซลล์และหลัQงอินซูลินออกมา (Schmid-Antomarchi et 
al., 1987; Luzi and Pozza, 1997) ปัจจุบนัพบวา่ SUR เป็นส่วนหนึQงของ ATP sensitive potassium 
channels ซึQ งอยูบ่นผนงัเซลล ์นอกจากนีUยงัพบวา่มีอยูที่Qผนงัเซลล์ของกลา้มเนืUอหวัใจและหลอดเลือด 
ซึQ งทาํใหย้ามีผลต่อการเตน้และการบีบตวัของหวัใจได ้(Ashcroft and Gribble, 1999)  
กลยัเบนคลาไมด์ลดระดบันํU าตาลในเลือดของผูป่้วยโรคเบาหวานชนิดทีQ 2 ในระยะทีQยงัไม่
เกิดภาวะ ketoacidosis และสามารถลดระดบัของ glucagon ในเลือดไดจึ้งมีผลช่วยลดการเกิดภาวะ 
ketoacidosis (อรพรรณ มาตงัคสมบติั, 2544) ฤทธิ ทีQไม่พึงประสงคข์องยาพบในเดือนแรกทีQใชย้า 
เช่น เกิดผืQนคนั คลืQนไส้ อาเจียน เบืQออาหาร ตวัเหลือง เป็นตน้ (Harrigan et al., 2001) 
 
 
 
ภาพทีQ  2.11  สูตรโครงสร้างของกลยัเบนคลาไมด ์(Davis and Gramer, 1999) 
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ความเป็นประโยชน์ของกวาวเครือขาวเกิดจากการมีสารสําคญัสะสมอยูใ่นส่วนหวัทีQเป็นส่วนสะสม
อาหาร ในธรรมชาตินัUนสารทีQสะสมอยูมี่ความแปรปรวนไปตามสภาพแวดลอ้มและการควบคุมโดย
พนัธุกรรม และการปลูกเพืQอใช้ประโยชน์นัUนยงัเป็นทีQถกเถียงในวงวิชาการ และยงัไม่ค่อยได้รับ
ความเชืQอถือในดา้นคุณภาพของผลผลิตเท่าทีQควร ดงันัUนการปลูกให้ไดคุ้ณภาพดี ควรไดส้ารสําคญั
ไม่น้อยกว่าทีQ เก็บจากป่า และต้องมีความสมํQ าเสมอของสารสําคัญ หรือสามารถติดตามการ
เปลีQยนแปลงปริมาณของสารสําคญัได้ การใช้สารชักนาํชนิดต่าง ๆ ในพืชตะกูลเดียวกนั และถูก
พฒันาไปในเชิงอุตสาหกรรม โดยอาศยัการเพาะเลีUยงเนืUอเยืQอแลว้กระตุน้ให้พืชสร้างสารสําคญั แต่มี
ข้อจาํกัดในด้านต้นทุนสูง การชักนําในแปลงปลูกจึงเป็นแนวทางทีQน่าสนใจ จากการทดลองทีQ
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี พบวา่ธาตุโลหะหนกับางอยา่ง เช่น เหล็ก ทองแดง และสังกะสี ทาํ
ใหก้วาวเครือขาวสร้างสารสาํคญัมากขึUน ดงันัUนการใชส้ารชนิดอืQน ๆ เช่น ไคโตซาน กรดซาลิไซลิก 
และคอปเปอร์คลอไรด ์ทัUงทีQเป็นชนิดเดีQยว ๆ หรือใชร่้วมกนัน่าจะให้ผลทีQดีขึUน และอาจเป็นแนวทาง
ใหเ้กิดการผลิตเป็นสารชกันาํสาํเร็จรูปขึUนมาให้ผูป้ลูกกวาวเครือหรือสมุนไพรทีQมีสารสําคญัคลา้ย ๆ 
กนั ได ้
บทที 3  
วธีิดาํเนินการวจิยั 
 
3.1 การทดลองทีหนึง การจําแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวโดยใช้ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์และเทคนิค 
ISSR-Touchdown PCR 
3.1.1 ชนิดของพืช : กวาวเครือขาว ในแปลงของฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี (มทส.)  
รวมทั งสิ น 36 สายตน้ (ภาพที' 3.1) ซึ' งได้จากการเพาะเมล็ดจากตน้ที'ซื อตน้พนัธ์ุมาจากจงัหวดั
ประจวบคีรีขนัธ์  
3.1.2 การจําแนกลกัษณะพฤกษศาสตร์ :  
3.1.2.1 การจาํแนกลกัษณะพฤกษศาสตร์ตาม จรัญ  ดิษฐไชยวงศ ์และคณะ (2550) ประกอบ 
ดว้ย 7 ลกัษณะ ไดแ้ก่ 
3.1.2.1.1 สีดา้นหลงัใบ คาํนวณจากค่า L*, a*, b* และประยุกตว์ิธีการเก็บขอ้มูลจาก 
cowpea descriptions ตามลกัษณะการจาํแนกพนัธ์ุของ International Board for Plant Genetic 
Resources (IBPGR) (IBPGR, 1983) โดยค่า L* คือ ทิศทางสี ในดา้นความสวา่ง เริ'มจากมืด (สีดาํ) 
L*= 0 ถึง สวา่ง (สีขาว) L*= 100, ค่า a*  คือ ทิศทางสี เริ'มจากสีแดง (+a) ถึง สีเขียว (-a), ค่า b* คือ
ทิศทางสี เริ'มจากสีเหลือง (+b) ถึง สีนํ าเงิน (-b) ดว้ยเครื'อง Minolta CR-300 ตามระบบ The Hunter 
L, a, b Color Space (DeMan, 1999) และค่า x และ y = ค่าสีตามระบบ CIE chromaticity diagram 
(DeMan, 1999)  
3.1.2.1.2 ลกัษณะใบ ไดแ้ก่ รูปร่างใบ [ovate (ใบรูปไข่), elliptic (ใบรูปรี)], ฐานใบ 
[obtuse (ฐานใบมน), acute (ฐานใบแหลม)], ปลายใบ [cuspidate (ปลายใบเป็นติ'งแหลม) และ
acuminate (ปลายใบเรียวแหลม)] 
3.1.2.1.3 ขนบนส่วนของลาํตน้  
3.1.2.1.4 ขนที'ฝัก  
3.1.2.1.5 สีของดอก คาํนวณจากค่า L*, a*, b* และประยุกต์วิธีการเก็บขอ้มูลจาก 
cowpea descriptions (IBPGR, 1983) เช่นเดียวกบัขอ้ 3.2.2.1.1 
3.1.2.1.6 ขนาดของใบยอ่ยส่วนปลาย โดยการวดัความยาวจากส่วนยอดใบถึงฐานใบ 
และความกวา้งโดยการวดัส่วนที'กวา้งที'สุดของใบ 
3.1.2.1.7 ความยาวกา้นช่อดอก  
3.1.2.2 การวิเคราะห์ความแตกต่างลักษณะทางพฤกษศาสตร์ ใช้ลกัษณะพฤกษศาสตร์ 7 
ลกัษณะ ไดแ้ก่ สีดา้นหลงัใบ  ลกัษณะใบ ขนบนส่วนของลาํตน้ ขนที'ฝัก สีของดอก ขนาดของใบ และ
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ความยาวกา้นช่อดอก มาใชใ้นการแยกความแตกต่างระหวา่งตน้โดยตน้ที'มีลกัษณะเดียวกนัให้คะแนน
เป็น 1 หรือ 0 เมื'อปรากฎหรือไม่ปรากฎลักษณะที'ตาํแหน่งเดียวกันคาํนวณค่าสัมประสิทธิw ความ
คลา้ยคลึงตามวิธี Jaccard similarity และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ (dendrogram) โดยวิธี Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) ดว้ยโปรแกรม NTSYS pc v.21 (Biostatistics, 
Inc.) และ Winboot program (Yap and Nelson, 1996) ซึ' งกาํหนดการวิเคราะห์หาค่า Bootstrap 
จาํนวน 1000 ซํ าของการสุ่มวิเคราะห์ของการสร้าง Consensus tree วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ดว้ย 
Principle component analysis (PCA) และหาความสัมพนัธ์ระหวา่งกลุ่มประชากร (Nei, 1972) ดว้ย
โปรแกรม POPGENE V1.31 (Yeh, Yang and Boyle, 1999)  
 
 
     ต ํ'า                 สูง 
 
 
ภาพที 3.1 ผงัแปลงทดลองกวาวเครือขาวที'ฟาร์มมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 (T1-T36=สายตน้ที' 1-36, G=แนวป้องกนั) 
 
3.1.3 การจําแนกด้วยเทคนิค ISSR-Touchdown PCR : ทาํการทดลองที'ศูนยว์ิจยัพืชไร่ขอนแก่น 
จงัหวดัขอนแก่น 
3.1.3.1 การสกดัดีเอน็เอ 
สกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนโดยประยุกตจ์ากวิธีการของ Li and Midmore (1999) โดย
บดใบพืชในโกร่งดว้ยไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด ตกัผงตวัอยา่งใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริ
ฟิวส์ (microcentrifuge tube) ที'มีบฟัเฟอร์สําหรับสกดั (extraction buffer :  2% CTAB,  1.4 M NaCl, 
G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G 
G G   T36   G     T19 G T1
0 
   T8 G 
G G  T35  T34  G  T20   T18 G    T11  G 
G G    T33  G  T21   T17 G     T5 G 
G G    T32  G T22    T16 G  T2   T12 G 
G T30     T31 G      G    T4  G 
G G T29 T28   T27 G T23   T15 T14 G  T6   T9 G 
G G     T26 G T24     G     T3 G 
G G   T25   G     T13 G  T7   T1 G 
G G G G G G G G G G G G G G G G G G G G 
N 
ทิศทางความลาดชนัของพื นที' 
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0.1 M Tris pH 8.0, 0.02 M EDTA pH 8.0, 1% PVP และ 1% β-mercapto ethanol) 500 µl นาํไปอุ่น
ที' 65oC 30 นาที จากนั นนาํมาปั'นเหวี'ยงที' 12,000 รอบต่อนาที (16,500 g) นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่
หลอดใหม่ แลว้เติมสารละลาย chloroform : isoamyl (24 : 1) ปริมาตร 1 เท่า เขยา่ และปั'นเหวี'ยง 
12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดไมโครฟิวส์ใหม่ นาํไปอุ่นที' 55oC 
30 นาที แล้วแช่เย็นที' 4oC 5 นาที เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่ากลับหลอดไปมาเบาๆ จะเห็น
ตะกอนดีเอน็เอ แลว้ปั'นเหวี'ยง 12,000 รอบต่อนาที (16,500 g) นาน 5 นาที เทสาร ละลายทิ งแลว้ลา้ง
ตะกอนดว้ยเอทานอล 70% 1 ครั ง ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง จากนั นละลายตะกอนดีเอ็นเอโดยใช้
นํ ากลั'นนึ'งฆ่าเชื อ 180 µl เติม 5 M NaCl 20 µl และเอทานอล 95% 400 µl พลิกหลอดกลบัไปมาเบาๆ 
จนเห็นตะกอนดีเอ็นเอ แล้วปั'นเหวี'ยง 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทสารละลายทิ งแล้วล้าง
ตะกอนดว้ย เอทานอล 70% อีก 2 ครั ง ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง เติมสารละลาย TE ที'มี RNase (10 
mg/ml) ปริมาตร 40 µl เก็บดีเอน็เอที' -20oC 
   จากนั นตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยวิธีอิเลคโตรโฟริซิสโดยใช้อะกาโรสเจล 
ความเขม้ขน้ 1% ในสารละลายบฟัเฟอร์ 0.5x TBE ผสมดีเอ็นเอที'สกดัได ้ 5 µl 6X Loading dye 2 µl ที'
มี 1X Vistragreen® (Amersham, USA) และ dH2O 5 µl รวมปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 12 µl จากนั น
หยอดตวัอยา่งดีเอ็นเอที'ไดล้งในร่องสําหรับหยอดตวัอยา่ง และหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน (GeneRulerTM 
DNA Ladder Mix,  Fermentas, EU) ลงในร่องสาํหรับหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานลงบนอะกาโรสเจล ผา่น
กระแสไฟฟ้าโดยใชค้วามต่างศกัย ์100 โวลต ์นานประมาณ 50-60 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใต้
แสง UV ดว้ยเครื'อง Gel Ducumentation System (Vilber Lourmat, France) และบนัทึกภาพที'ได ้  
3.1.3.2 การเพิ'มปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิควธีิ ISSS-Touchdown PCR  
นําดีเอ็นเอที'ได้มาทําการเพิ'มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR ตามวิธีการของ 
Sakuanrungsirikul, et al., (2005a) ตามสภาวะดงันี  สารละลายดีเอ็นเอที'เจือจางจนเหมาะสมสําหรับ
ปฏิกิริยา (10-30 ng) 3.5 µl, 10x Taq buffer with (NH4)2SO4 (Fermentas) 1.5 µl, 25 mM MgCl2 0.9 
µl, 20 mM dNTPs 0.9 µl, 5 U Taq DNA polymerase (Fermentas) 0.187 µl, dH2O 6.263 µl  และ 20 
µM ISSR  0.75 µl ในปริมาตรรวม 15 µl จาํนวนไพรเมอร์ที'ใช ้41 ไพรเมอร์ (ตารางที' 3.5) ใช้
โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิดว้ยเครื'อง Thermal cycler (PE Applied Biosystem, PCR System 9700) 
ดงันี  ใชอุ้ณหภูมิ 94oC นาน 5 นาที ตามดว้ย touchdown PCR จาํนวน 5 รอบ ประกอบดว้ยอุณหภูมิ 
94oC นาน 30 วนิาที, 52oC นาน 1 นาที, 72oC นาน 1 นาที โดยอุณหภูมิลดลง 1oC ทุก 1 รอบ จากนั น
ตามดว้ย PCR ปกติจาํนวน 30 รอบ ประกอบดว้ยอุณหภูมิ 94oC 1 นาที, 48oC 1 นาที, 72oC 1 นาที 
และสุดทา้ยการสังเคราะห์ ดีเอน็เอใหเ้สร็จสมบูรณ์ที'อุณหภูมิ 72oC นาน 5 นาที เก็บผลที'ไดที้' 4oC  
ทาํการแยกขนาดชิ นส่วนดีเอ็นเอที'ไดจ้ากผลผลิตปฏิกิริยา PCR โดยวิธีอิเลคโตรโฟริ-
ซิสโดยใชอ้ะกาโรสความเขม้ขน้ 1% ในสารละลายบฟัเฟอร์ 0.5x TBE ผสมดีเอ็นเอที'สกดัได ้ 5 µl 
 26
6X Loading dye ที'มี 1X Vistragreen® (Amersham, USA)  2 µl และdH2O 5 µl รวมปริมาตรสุดทา้ย
เท่ากบั 12 µl จากนั นหยอดตวัอย่างดีเอ็นเอที'ไดล้งในร่องสําหรับหยอดตวัอย่าง และหยอดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (GeneRulerTM DNA Ladder Mix, Fermentas, EU) ลงในร่องสําหรับหยอดดีเอ็นเอ
มาตรฐานลงบนอะกาโรสเจล ผา่นกระแสไฟฟ้าโดยใชค้วามต่างศกัย ์100 โวลต ์นานประมาณ 50-60 
นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สง UV ด้วยเครื'อง Gel Ducumentation System (Vilber 
Lourmat, France) ทาํซํ าดว้ยวธีิ PCR ทั ง 36 ตน้ เพื'อยนืยนัผลของ PCR ที'ไดข้องการทดลอง  
3.1.3.3 การวิเคราะห์ข้อมูลแถบดีเอ็นเอ วดันํ าหนักโมเลกุลด้วยโปรแกรม PhotoCapt  
(Vilber Lourmat, France) กาํหนดแถบดีเอน็เอที'ตาํแหน่งเดียวกนัเป็นหนึ'งลกัษณะ ให้ค่าคะแนนเป็น 
1 หรือ 0 เมื'อปรากฏหรือไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอที'ตาํแหน่งเดียวกนันั น  
3.1.3.4 การวเิคราะห์ความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม คาํนวณค่าสัมประสิทธิw ความคลา้ยคลึงตาม
วิธี Jaccard similarity และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ (dendrogram) โดยวิธี UPGMA  ดว้ยโปรแกรม 
NTSYS pc v.21 (Biostatistics, Inc.) และ Winboot program (Yap and Nelson, 1996) ซึ' งกาํหนดการ
วิเคราะห์หาค่า bootstrap จาํนวน 1,000 ซํ าของการสุ่มวิเคราะห์ของการสร้าง consensus tree 
วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ดว้ย PCA และหาความสัมพนัธ์ระหว่างกลุ่มประชากร (Nei, 1972) ดว้ย
โปรแกรม POPGENE V1.31 (Yeh, Yang and Boyle, 1999)  
 
3.2 การทดลองทีสอง ชนิดและความเข้มข้นของสารชักนําต่อฤทธิDต้านอนุมูลอสิระและการ
เจริญเติบโตของกวาวเครือขาว 
 ทาํการทดลองที'หอ้งปฏิบติัการสรีรวิทยาพืช มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยแบ่งเป็น 3 
การทดลองย่อย ก่อนการชักนําเตรียมต้นกวาวเครือขาวจากการเพาะเมล็ดและปลูกใน growth 
chamber ที'กาํหนดค่าความชื นสัมพทัธ์เท่ากบั 85 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิกลางวนั/กลางคืน เท่ากบั 
27/25 °C ช่วงแสงกลางวนั/กลางคืน 14/10 ชั'วโมง ความเขม้แสงเท่ากบั 270 ลกัซ์ เมื'อตน้กวาวเครือ
ขาวอาย ุ4 เดือน จึงทาํการทดลอง โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD 5 ทรีตเมนต ์(ความเขม้ขน้ของ
สารแต่ละชนิด) ทรีตเมนต ์ละ 12 ซํ า (1 ตน้/ซํ า) ดงัแสดงในตาราง ที' 3.1  
 3.2.1  การชักนําด้วยไคโตซาน  
 3.2.1.1  การเตรียมสารชกันาํ นาํผงไคโตซานขนาด 0.01 0.5 1.0 และ 1.5 กรัม นาํใส่
ในนํ าสะอาด ปริมาตร 990 มิลลิลิตร คนให้เขา้กนั เติมกรดอะซิติกเขม้ขน้ (glacial acetic acid) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และคนจนผงไคโตซานละลายหมดจะไดส้ารละลายไคโตซานเขม้ขน้ 0, 10, 
500 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัม/ลิตร ในกรดอะซิติก 1 เปอร์เซ็นต ์ 
 3.2.1.2  การชกันาํ เมื'อกวาวเครือขาวที'ปลูกใน growth chamber อายุ 4 เดือน จึงทาํ
การชกันาํโดยนาํสารละลายแต่ละความเขม้ขน้ไปราดลงดินบริเวณโคนตน้กวาวเครือขาวแลว้พรวน
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ดินกลบ ทาํทั งหมด 4 ครั ง แต่ละครั ง ห่างกนั 7 วนั จากนั นเก็บขอ้มูลจากทุกทรีตเมนต ์หลงัจากทาํ
การชกันาํครั งที' 4 แลว้ 1 วนั 7 วนั 15 วนั และ 30 วนั เพื'อวิเคราะห์ผลที'เกิดขึ นต่อฤทธิw ตา้นอนุมูล
อิสระ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ พื นที'ใบ อตัราการสังเคราะห์แสง 
อตัราส่วนของนํ าหนกัสด/นํ าหนกัแหง้ และนํ าหนกัสารสกดัหยาบที'สกดัไดจ้ากแต่ละทรีตเมนต ์
ตารางที  3.1  การทดลองและระดบัความเขม้ขน้ของสารชกันาํในแต่ละการทดลองยอ่ย 
ชนิดของสารชกันาํ ความเขม้ขน้ (มิลลิกรัม/ลิตร)  
การทดลองที' 3.1 ไคโตซาน 0, 10,  500, 1000 และ 1500 (Al-Tawaha et al., 2005) 
การทดลองที' 3.2 กรดซาลิไซลิก 0, 10, 100, 150 และ 200 (Kneer et al., 1999)  
การทดลองที' 3.3 คอปเปอร์คลอไรด์ 0, 10 , 100, 200, และ 300 (ประสาร ฉลาดคิด, 2546) 
 
 3.2.1.3  การสกดัสารจากหวักวาวเครือขาว ใชว้ิธีของวิโรจน์ เชาวว์ิเศษ (2550) โดย
อบหัวกวาวเครือขาวแต่ละตวัอย่างที'หั'นเป็นชิ นบาง ๆ ที'อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 48 ชั'วโมง บดให้
ละเอียดดว้ยเครื'องบด (ultra centrifuge mill) จะไดผ้งกวาวเครือขาวที'มีขนาดของอนุภาค 100 mesh
ชั'งผงกวาวเครือขาวหนกั 10 กรัม ใส่6+ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมเอทานอล ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร แลว้จึงเขย่าดว้ยความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชั'วโมง จากนั นกรองด้วยกระดาษ
กรอง (Whatman เบอร์ 42) แลว้จึงนาํสารละลายที'ไดไ้ปปั'นเหวี'ยงดว้ยความเร็ว 4000 รอบ/นาที (Yu 
et al., 2000) เป็นเวลา 12 นาที แลว้แยกสารละลายส่วนที'ใสไประเหยตวัทาํละลายออกดว้ย rotary 
evaporator ภายไตก้ารลดอุณหภูมิและความดนับรรยากาศ จนไดส้ารสกดัซึ' งมีความหนืด สีนํ าตาล 
ติดอยูใ่น flask ชั'งนํ าหนกัของสารสกดักวาวเครือขาวที'สกดัไดแ้ละเก็บไวที้'อุณหภูมิตํ'า -20°C เพื'อรอ
การวเิคราะห์ในกรณีต่าง ๆ ต่อไป 
3.2.1.4  วดัฤทธิw ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ใช้
วิธีการทดลองของ Brand-Williams et al., (1995) นาํสารที'สกดัไดจ้ากแต่ละทรีตเมนต์ 1.5 มิลลิลิตร 
ผสมกบัสารละลาย DPPH (ที'ละลายในเมทานอล) ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
นาํไปบ่มไวใ้นที'มืดอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสง 517 นาโนเมตร
และคาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั งสารอนุมูลอิสระจากสูตร 
 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั งสารอนุมูลอิสระ = { [Abs control - Abs sample] / Abs control } x 100 
 Abssample คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั 1.5 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลาย DPPH 
1.5 มิลลิลิตร  
  Abscontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
     ผสม กบัเมทานอล 1.5 มิลลิลิตร   
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3.2.1.5  การวดัฤทธิw ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี FRAP ตามวิธีของ Benzie and Strain 
(1999) สร้างกราฟมาตรฐานของ ferrous sulfate (FeSO4.7H2O) โดยผสมสารละลาย FeSO4 ความ
เขม้ขน้ 0.101-1.011 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร กบัสารละลาย FRAP reagent ปริมาตร 950 
ไมโครลิตร และผสม FRAP reagent กบัเมทานอล (สารละลายควบคุม) ที'บ่มไวที้'อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 10 นาที แลว้จึงวดัค่าดูดกลืนแสงที'ความยาวคลื'น 593 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย acetate 
buffer pH 3.6 เป็น blank สร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งความเขม้ขน้ของ FeSO4 กบัค่าผลต่างของค่า
ดูดกลืนแสงที' 593 นาโนเมตร (ค่าการดูดกลืนแสงของสาร FeSO4–ค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลายควบคุม) แลว้คาํนวณหาสมการเส้นตรง (ภาพผนวกที' 1) เพื'อใชค้าํนวณค่า FRAP value 
ของแต่ละตวัอยา่ง กรณีหาค่า FRAP value ของตวัอย่าง ให้ผสมสารสกดัของแต่ละตวัอยา่ง ความ
เข้มข้น 100 มิลลิลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร กับ FRAP reagent ปริมาตร 950 
ไมโครลิตร วดัค่าดูดกลืนแสง แลว้คาํนวณ ค่าผลต่างของค่าดูดกลืนแสงที' 593 นาโนเมตร ของแต่ละ
ตวัอยา่ง แลว้นาํค่าที'ไดไ้ปคาํนวณค่า FRAP value  
3.2.1.6  การตรวจหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิค ตามวิธีการของ Singleton et al. 
(1965) โดยผสมสารสกดัแต่ละตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ 0.0263 กรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร
กบัสารละลาย folin-ciocalteu’s phenol reagent ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใน volumetric flask ทิ งไว ้10 
นาที เติมสารละลาย 7.5 เปอร์เซ็นต ์ของสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (w/v) ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร 
บ่มที'อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 5 นาที ตั งทิ งไวใ้ห้เยน็ที'อุณหภูมิห้อง แลว้จึงวดัค่าดูดกลืนแสงที' 760 
นาโนเมตร โดยใชเ้มทานอล 0.5 มิลลิลิตร ผสมกบัสารต่าง ๆ แทนการใชส้ารละลายตวัอยา่งเพื'อใช้
เป็น blank นาํค่าการดูดกลืนแสงที'วดัไดไ้ปคาํนวณหาปริมาณสารฟีนอลิคโดยเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานของกรดแกลลิค (gallic acid) สร้างกราฟมาตรฐานของกรดแกลิค ความเขม้ขน้ 1-100 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยผสมกรดแกลิคแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กบัสารละลาย
ต่าง ๆ เช่นเดียวกับกรณีของสารสกัดแต่ละตัวอย่าง ว ัดค่าการดูดกลืนแสงแล้วสร้างกราฟ
ความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัความเขม้ขน้ของกรดแกลิค (ภาพผนวกที' 2) รายงาน
ปริมาณฟีนอลิคของแต่ละทรีตเมนต ์เป็นค่า gallic acid equivalent  
3.2.1.7  ตรวจหาฟลาโวนอยด์ ด้วย aluminium chloride complex colorimatric 
method ตามวิธีของ Chang et al. (2002) โดยผสมสารสกดัความเขม้ขน้ 0.0263 กรัม/มิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กบั เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติมอลูมิเนียมคลอ
ไรด์ 10 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และโพแทสเซียมอะซีเตท ความเขม้ขน้ 1 โมล ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร เติมนํ ากลั'นปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้ตั งทิ งไวที้'อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
30 นาที แล้วจึงวดัการดูดกลืนแสงที'  420 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณฟลาโวนอยด์โดย
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของเคอร์ซีติน (quercetin) การสร้างกราฟมาตรฐานของเคอร์ซีติน 
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ความเขม้ขน้ 1-16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใชข้ั นตอนและผสมกบัสารละลายต่าง ๆ เหมือนกรณีของ
สารสกดัตวัอยา่ง วดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้สร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบั
ความเขม้ขน้ของสารเคอร์ซีติน (ภาพผนวกที' 3) และรายงานปริมาณฟลาโวนอยด์ของแต่ละทรีต
เมนตเ์ป็นค่า quercetin equivalent 
3.2.1.8  การวดัตวัแปรที'เกี'ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโต ตวัแปรที'วดัไดแ้ก่ พื นที'ใบของ
กวาวเครือขาวดว้ยเครื'อง delta-T image analysis system วดัอตัราการสังเคราะห์แสงดว้ยเครื'อง 
Portable Photosynthesis รุ่น LCA-4 (portable photosynthesis and transpiration measurement 
system) คาํนวนอตัราส่วนของนํ าหนกัสด/นํ าหนกัแห้งของแต่ละตวัอย่างและชั'งนํ าหนกัของสาร
สกดัหยาบที'สกดัไดจ้ากแต่ละตวัอยา่ง 
3.2.1.9  การวิเคราะห์ขอ้มูล วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูล (ANOVA) ของทุก
ตวัแปร (ฤทธิw ตา้นอนุมูลอิสระ ปริมาณสารฟีนอลิค ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ อตัราส่วนนํ าหนกัสด/
แห้ง นํ าหนักของสารที'สกดัได้และอตัราการสังเคราะห์แสง) ของแต่ความเข้มข้น ในแต่ละการ
ทดลอง ดว้ยวิธี F-test และเปรียบเทียบค่าเฉลี'ยของแต่ละความเขม้ขน้ดว้ยวิธี Duncan’s Multiple 
Rang Test (DMRT) ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์สําเร็จรูป SPSS version 14 (Statistical Package for 
Social Science) (Levesque and SPSS Inc., 2006) โดยวิเคราะห์แยกตามวนัที'เก็บขอ้มูลหลงัการชกั
นาํและแสดงผลในรูปของกราฟแท่งที'กาํกบัดว้ยตวัอกัษรแสดงความแตกต่างทางสถิติของค่าเฉลี'ย 
โดยค่าขอ้มูลที'ปรากฏในวนัเดียวกนั ที'ถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติ ที'ระดบัความเชื'อมั'น 95 เปอร์เซ็นต ์ 
 3.2.2  การชักนําด้วยกรดซาลิไซลกิ  
3.2.2.1  การเตรียมสารชกันาํ เตรียมสารละลายกรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 0 10 100 
150 และ 200 มิลลิกรัม/ลิตร โดยชั'งกรดซาลิไซลิก 0.01 1.1 1.5 และ 2.0 กรัม แลว้ละลายดว้ย
สารละลาย NaOH ความเขม้ขน้ 0.5 โมลาห์ ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร  
 3.2.2.2  การชกันาํ  เมื'อกวาวเครือขาวใน growth chamber มีอายุ 4 เดือน นาํสาร 
ละลายแต่ละความเขม้ขน้ไปฉีดพ่นให้ทั'วทั งตน้จนสารละลายหยดลงจากใบ ทาํการชกันาํ 4 ครั ง แต่
ละครั ง ห่างกนั 7 วนั เก็บขอ้มูลเพื'อวเิคราะห์ฤทธิw ตา้นอนุมูลอิสระ ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิค 
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ วดัพื นที'ใบ อตัราการสังเคราะห์แสง คาํนวนอตัราส่วนของนํ าหนกัสด/
นํ าหนกัแหง้ และชั'งนํ าหนกัของสารสกดัหยาบของแต่ละทรีตเมนต ์และวิเคราะห์ขอ้มูล เหมือนการ
ทดลองที' 1 
 3.2.3  การชักนําด้วยคอปเปอร์คลอไรด์  
เตรียมสารละลายความเขม้ขน้ 0 10 100 200 และ 300 มิลลิกรัม/ลิตร โดยเตรียม stock 
solution ของทองแดงความเขม้ขน้ 10,000 มิลลิกรัม/ลิตร จาก คอปเปอร์คลอไรด์ โดยชั'งสาร 2.68 
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กรัม ละลายในนํ ากลั'น แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร เตรียมสารละลายทองแดงความเขม้ขน้ 
10 100 200 และ 300 มิลลิกรัม/ลิตร จากคอปเปอร์คลอไรด์โดยใช ้stock solution ของคอปเปอร์คลอ
ไรด ์ปริมาตร 1 10 20 และ 30 มิลลิลิตรตามลาํดบั ละลายในนํ าแลว้ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
การชกันาํทาํเหมือนการทดลองที' 2 
3.2.4  ตรวจหาการมีอยู่ของพวิรารินและจีนิสทอีนิ  
ตรวจหาการมีอยู่ของสารทั งสองในทุกทรีตเมนต์ดว้ย thin layer chromatography 
(TLC) ใชว้ิธีการทดสอบของ Dan et al. (2004) โดยการจุด (spot) สารมาตรฐานของสารพิวราริน
และสารจีนิสทีอินที'ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร และจุดสารสกดัหยาบของแต่ละทรีตเมนตอ์ยา่ง
ละ 2 ไมโครลิตรลงบน TLC silicagel 60 F254 (MERK) ขนาด 10 x 10 เซนติเมตร แลว้ develop ดว้ย
ตวัทาํละลายเคลื'อนไดแ้ก่ n-butanol : acetic acid : นํ า (5 : 3 : 1 โดยปริมาตร) แลว้ตรวจหาสารพิวรา
รินภายไตแ้สง UV ที'ความยาวคลื'น 254 นาโนเมตร และสารจีนิสทีอินภายไตแ้สง UV ที'ความยาว
คลื'น 366 นาโนเมตร เปรียบเทียบค่า retention mobility (Rf) ของสารสกดัหยาบของแต่ละทรีตเมนต์
กบัสารละลายมาตรฐาน ยนืยนัผลการตรวจหาโดยนาํแผน่ TLC แผน่เดิมมาอบที'อุณหภูมิ 110ºC เป็น
เวลา 10 นาที เปรียบเทียบตาํแหน่งของสารทั งสองในแต่ละตวัอยา่งกบัสารละลายมาตรฐานของสา
รพิวรารินและสารจีนิสทีอิน  
 
3.3 การทดลองทีสาม พวิราริน จีนิสทอีนิ และฤทธิDต้านอนุมูลอสิระในกวาวเครือขาวทีถูกชักนําด้วย 
ไคโตซาน กรดซาลไิซลกิ และคอปเปอร์คลอไรด์ในสภาพแวดล้อมทีแตกต่างกนั 
3.3.1  การเตรียมสารชักนําและต้นกวาวเครือขาว  
สารที'ใชช้กันาํทั ง 8 ทรีตเมนต ์ไดจ้ากการนาํไคโตซาน ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/
ลิตร คอปเปอร์คลอไรด ์200 มิลลิกรัม/ลิตร และกรดซาลิไซลิก 100 มิลลิกรัม/ลิตร ซึ' งเป็นสารชกันาํ
ที'ดีที'สุดจากการทดลองในบทที' 3 ใชเ้ป็นสารชกันาํร่วมกนั โดยจดัเป็นทรีตเมนตไ์ดท้ั งหมด 8 ทรีต
เมนต ์ดงันี  
ทรีตเมนตที์' 1 ฉีดพน่ดว้ยนํ ากลั'น (control) 
ทรีตเมนตที์' 2 ฉีดพน่ดว้ยกรดซาลิไซลิกที'ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร (SA) 
ทรีตเมนตที์' 3  ฉีดพน่ดว้ยคอปเปอร์คลอไรดที์'ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร (CuCl2) 
ทรีตเมนตที์' 4 ฉีดพ่นดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ที'ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั
กรดซาลิไซลิกความที'เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร (CuCl2 + SA) 
ทรีตเมนตที์' 5  ราดโคนตน้ดว้ยไคโตซานที'ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร (Chitosan) 
ทรีตเมนตที์' 6 ราดโคนตน้ดว้ยไคโตซานที'ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัฉีด
พน่กรดซาลิไซลิกที'ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร (Chitosan + SA) 
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ทรีตเมนตที์' 7 ราดโคนตน้ดว้ยไคโตซานที'ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ฉีดพ่นดว้ย 
คอปเปอร์คลอไรดที์'ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร (Chitosan + CuCl2) 
ทรีตเมนตที์' 8 ราดโคนตน้ดว้ยไคโตซานที'ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัการ
ฉีดพ่นดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ที'ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร และกรด
ซาลิไซลิกที'ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร (Chitosan + CuCl2 + SA) 
นาํทรีตเมนตท์ั งหมดไปชกันาํในกวาวเครือขาวที'ปลูกใน growth chamber ในโรงเรือนและ
ในแปลงทดลอง ก่อนการชกันาํเตรียมตน้พืชและวางแผนการทดลอง ดงันี   
 
การปลูกใน growth chamber ทาํการทดลองที'ห้องปฏิบติัการสรีรวิทยาพืช อาคารเครื'องมือ 
3 มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยนาํตน้กวาวเครือขาว อายุ 3 เดือน ที'ไดจ้ากการเพาะเมล็ดและ
ปลูกในกระถางที'บรรจุดินปลูกสําเร็จรูป (ดินปลูก มทส) เขา้ growth chamber ที'ตั งค่าความชื น
สัมพทัธ์ 85 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิ 27/25°C ช่วงแสง 14/10 ชั'วโมง ความเขม้แสง 270 ลกัซ์ เมื'อตน้
กวาวเครือขาวอายุ 4 เดือน (ภาพผนวกที' 4) จึงทาํการชักนาํ ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(complete randomized design: CRD) 8 ทรีตเมนต ์ๆ ละ 4 ซํ า (1 ตน้/ซํ า)  
การปลูกในโรงเรือน (ภาพผนวกที' 5) ทาํการทดลองที'ฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 
โดยนาํตน้กวาวเครือขาว อาย ุ3 เดือน จากการเพาะเมล็ดและปลูกในกระถางเขา้ไปไวใ้นโรงเรือน ให้
นํ าดว้ยระบบสปริงเกลอร์ (แบบปีกผเีสื อ ติดตั งบนหลงัคาดา้นในโรงเรือน) ในเวลา 9.00-9.30 ทุกวนั 
ใหปุ๋้ยคอกผสมปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 ในอตัราส่วน 1 : 1 เดือนละ 1 ครั ง แต่ละครั งให้ปริมาณ 5 กรัม/
ตน้ ไม่ฉีดพ่นสารกาํจดัศตัรูพืชตลอดการทดลอง เมื'อตน้กวาวเครือขาวอายุ 4 เดือนจึงเริ'มทาํการชกั
นาํสารสาํคญั โดยใชแ้ผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 8 ทรีตเมนต ์ๆ ละ 8 ซํ า (1 ตน้/ซํ า) 
การปลูกในแปลงทดลอง (ภาพผนวกที' 6) ทาํการทดลองที'ฟาร์มมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุร
นารีโดยนาํเอาตน้กวาวเครือขาว อายุ 3 เดือน ที'ไดจ้ากการเพาะเมล็ด ยา้ยลงดินที'ยกร่องสูง 0.5 เมตร 
ดว้ยระยะปลูกระหว่างแถวห่างกนั 3 เมตร และระยะระหวา่งตน้ห่างกนั 2 เมตร ทาํคา้งแบบแยกตน้ 
ให้นํ าดว้ยระบบสปริงเกลอร์ (แบบปีกผีเสื อ ติดตั งสูงจากโคนตน้ 0.5 เมตร) ในเวลา 9.00-9.30 ทุก
วนั ให้ปุ๋ยคอกผสมปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 ในอตัราส่วน 1:1 เดือนละ 1 ครั ง แต่ละครั งให้ปริมาณ 5 
กรัม/ตน้ ไม่ฉีดพน่สารกาํจดัศตัรูพืชตลอดการทดลอง เมื'อตน้กวาวเครือขาวอายุ 12 เดือน และใบอยู่
ในระยะเพสลาดจึงเริ'มทาํการชกันาํ (ไม่สามารถชกันาํที'อาย ุ8 เดือนได ้เนื'องจากกวาวเครือขาวอยูใ่น
ระยะใบแก่และกําลังผลัดใบ) ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก (randomized 
complete block design: RCB) 8 ทรีตเมนต ์ๆ ละ 3 ซํ า (block) ซํ าละ 4 ตน้ 
 เมื'อตน้กวาวเครือขาวในแต่ละกรณี ถึงระยะที'ตอ้งทาํการชกันาํดว้ยทรีตเมนต์ต่าง ๆ ตาม
แผนการทดลอง จึงใชท้รีตเมนตท์ั ง 8 ชนิด มาชกันาํอยา่งต่อเนื'องจาํนวน 4 ครั ง แต่ละครั งห่างกนั 7 
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วนั โดยการฉีดพน่ลงบนตน้กวาวเครือขาว (กรณีคอปเปอร์คลอไรด์และกรดซาลิไซลิก) หรือราดลง
ดินบริเวณโคนตน้แลว้พรวนดินกลบไว ้(กรณีไคโตซาน) เก็บขอ้มูลจากทุกทรีตเมนต ์หลงัการชกันาํ
ครั งสุดทา้ย 15 วนั เพื'อเปรียบเทียบปริมาณพิวรารินและจีนิสทีอิน ฤทธิw ตา้นอนุมูลอิสระ ปริมาณ
สารฟีนอลลิค ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ และผลที'มีต่อการเจริญเติบโตของตน้กวาวเครือขาว ไดแ้ก่ 
อตัราส่วนนํ าหนกัสด/แห้งของหัว นํ าหนกัของสารที'สกดัไดแ้ละอตัราการสังเคราะห์แสง (วดัดว้ย
เครื'อง leaf chamber analysis type LCA-4) ในเวลา 10.00-12.00 นาฬิกา  
 3.3.2  การสกดัสารจากหัวกวาวเครือขาว  
ตามวธีิของ วิโรจน์ เชาวว์ิเศษ (2550) โดยอบหวักวาวเครือขาวแต่ละตวัอยา่งที'หั'นเป็น
ชิ นบาง ๆ ที'อุณหภูมิ 50°C เป็นเวลา 48 ชั'วโมง แลว้บดให้ละเอียดดว้ยเครื'องบดชนิด ultra centrifuge 
mill ไดผ้งกวาวเครือขาวที'มีขนาดอนุภาค 100 mesh จากนั นชั'งผงกวาวเครือขาว 10 กรัม ใส่ขวดรูป
ชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร เติมเอทานอล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว้จึงเขย่าดว้ยความเร็ว 180 รอบ/
นาที เป็นเวลา 24 ชั'วโมง จากนั นกรองดว้ยกระดาษกรอง (whatman เบอร์ 42) แลว้จึงนาํสารละลายที'
ไดไ้ปปั'นเหวี'ยงดว้ยความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที (Yu et al., 2000) เป็นเวลา 12 นาที แยกเอาสารละลาย
ส่วนที'ใสไประเหยตวัทาํละลายออกภายไตส้ภาวะอุณหภูมิตํ'าและการลดความดนับรรยากาศ จนได้
สารสกัดสีนํ าตาล ติดอยู่ใน flask ที'ใช้ระเหยตวัทาํละลาย บนัทึกนํ าหนักของสารที'สกัดจากหัว
กวาวเครือขาว แลว้เก็บในอุณหภูมิ -20°C  
3.3.3  การตรวจหาปริมาณสารประกอบฟีนอลคิ  
  ตามวิธีการของ Singleton et al. (1965) โดยผสมสารสกดัแต่ละตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ 
0.0263 กรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรกับสารละลาย folin-ciocalteu’s phenol reagent 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ใน volumetric flash ทิ งไว ้10 นาที เติมสารละลาย 7.5 เปอร์เซ็นต์ ของ
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (w/v) ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร บ่มที'อุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 5 นาที ตั ง
ทิ งไวใ้ห้เย็นที'อุณหภูมิห้อง แล้วจึงวดัค่าดูดกลืนแสงที' 760 นาโนเมตร โดยใช้เมทานอล 0.5 
มิลลิลิตร ผสมกบัสารต่าง ๆ แทนการใชส้ารละลายตวัอยา่งเพื'อใชเ้ป็น blank นาํค่าการดูดกลืนแสงที'
วดัได้ไปคาํนวณหาปริมาณสารฟีนอลิคโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแกลิค (gallic 
acid) สร้างกราฟมาตรฐานของกรดแกลิค ความเขม้ขน้ 1-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยผสมกรดแก
ลิคแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กบัสารละลายต่าง ๆ เช่นเดียวกบักรณีของสารสกดัแต่
ละตวัอยา่ง วดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้สร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความ
เขม้ขน้ของกรดแกลิค รายงานปริมาณฟีนอลิคของแต่ละทรีตเมนต ์เป็นค่า gallic acid equivalent       
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3.3.4  การตรวจหาฟลาโวนอยด์  
ดว้ยวิธี aluminium chloride flavonoids complex colorimatric method ตามวิธีของ 
Chang et al. (2002) และ Harbone (1998) โดยผสมสารสกดัแต่ละตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ 0.0263 กรัม/
มิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร กับ เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติม
อลูมิเนียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และโพแทสเซียมอะซีเตท ความเขม้ขน้ 1 
โมล ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เติมนํ ากลั'นปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั งทิ งไว้ที'
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที แลว้จึงวดัการดูดกลืนแสงที' 420 นาโนเมตร คาํนวณหาปริมาณฟลา
โวนอยดโ์ดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของเคอร์ซีติน (quercetin) การสร้างกราฟมาตรฐานของ
เคอร์ซีตินความเขม้ขน้ 1-16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใชข้ั นตอนและผสมกบัสารละลายต่าง ๆ เหมือน
กรณีของสารสกดัตวัอยา่ง วดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้สร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืน
แสงกบัความเขม้ขน้ของสารเคอร์ซีตินและรายงานปริมาณฟลาโวนอยด์ของแต่ละทรีตเมนตเ์ป็นค่า 
quercetin equivalent   
3.3.5  การหาปริมาณของพวิรารินและจีนิสทอีนิด้วย HPLC  
ตามวิธีของ Zhang et al. (1999) และวิโรจน์ เชาวว์ิเศษ (2550) โดยกรองสารละลาย
ของสารสกัดกวาวเครือขาวแต่ละตัวอย่างด้วยกระดาษกรองไนลอนเมมเบรน ขนาด 0.45 
ไมโครเมตร เก็บสารละลายที'กรองไดใ้น vial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร วิเคราะห์ดว้ย HPLC (Hewlett-
Packard 1050 Series) ที'ใช ้diode array เป็น detector โดยฉีดสารสกดั 20 ไมโครลิตร/ครั ง/ตวัอยา่ง 
ผ่านคอลัมน์ชนิด RP-C18 Agilent
®column (4.6x150 มิลลิเมตร) ที'มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของ
คอลมัน์เท่ากบั 5 ไมโครเมตร ใชเ้ฟสเคลื'อนที' (mobile phase) คือ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) acetic acid 
ในนํ า (A) และ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) acetic acid ใน acetonitrile (B) โดยทาํเป็น gradient (ตารางที' 
3.2) ใชอ้ตัราการเคลื'อนที'ของสารเท่ากบั 1.0 มิลลิลิตร/นาที อุณหภูมิของระบบเท่ากบั 30°C คาํนวณ
พื นที'ไตก้ราฟดว้ยโปรแกรม Chem station 3D (Hewlett-Packard Company, Scientific Instruments 
Division) เปรียบเทียบตาํแหน่งของสาร พิวรารินและจีนิสทีอินในสารสกดักวาวเครือขาวแต่ละ
ตวัอยา่งกบัสารมาตรฐาน แลว้นาํพื นที'ใตก้ราฟของสารทั งสองมาคาํนวนหาปริมาณสารที'แต่ละตวัที'
มีอยูใ่นตวัอยา่ง โดยแทนค่าในสมการเส้นตรงที'ไดจ้ากกราฟมาตรฐานของพิวราริน (ภาพผนวกที' 7) 
และจีนิสทีอิน (ภาพผนวกที' 8) ที'วิเคราะห์ในสภาวะเดียวกบัสารสกดักวาวเครือขาว แลว้จึงคาํนวณ
เป็นปริมาณของสารต่อหน่วยนํ าหนกัแหง้เพื'อรายงานผลการวเิคราะห์ต่อไป 
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ตารางที  3.2  gradient ของเฟสเคลื'อนที'ชนิด (A) และชนิด (B) 
 
เวลา (นาที) 
ปริมาตรของเฟสเคลื'อนที' (เปอร์เซ็นต)์ 
(A) (B) 
0 90 10 
35 72 28 
 
 
3.3.6  ฤทธิDการยบัยัYงสารอนุมูลอสิระ DPPH  
ตามวธีิของ Brand-Williams et al. (1995) โดยนาํสารสกดัแต่ละตวัอยา่งมาละลายดว้ย
เมทานอลให้ไดค้วามเขม้ขน้ 750-4500 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั นผสมสารสกดัแต่ละความ
เขม้ขน้ ปริมาตร 4.9 มิลลิลิตร กบัสารลาย DPPH ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาห์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
เมื'อผสมให้เขา้กนัแลว้บ่มไวใ้นที'มืด อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงที' 
517 นาโนเมตร แลว้จึงคาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั งสาร DPPH ดว้ยจากสูตร  
 
 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั งสารอนุมูลอิสระ = { [Abs control - Abs sample] / Abs control } x 100 
  Abssample คือ  ค่าการดูดกลืนแสงของสารสกดั 1.5 มิลลิลิตรผสมกบัสารละลาย     
   DPPH 1.5 มิลลิลิตร   
     Abscontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ DPPH ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.5  
     มิลลิลิตรผสม กบัเมทานอล 1.5 มิลลิลิตร   
 
สร้างกราฟระหวา่งเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั งสารอนุมูลอิสระกบัความเขม้ขน้ของสารสกดัแต่ละ
ตวัอยา่ง สร้างสมการเส้นตรงเพื'อคาํนวณ IC50 
 
3.3.7  การวดัฤทธิDต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ FRAP  
ตามวิธีของ Benzie and Strain (1999) สร้างกราฟมาตรฐานของ ferrous sulfate 
(FeSO4.7H2O) โดยผสมสารละลาย FeSO4 ความเขม้ข้น 0.101–1.011 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมกบั FRAP reagent ปริมาตร 950 ไมโครลิตร และผสม FRAP reagent กบัเมทานอล 
(สารละลายควบคุม) ที'บ่มไวที้'อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที แลว้จึงวดัค่าดูดกลืนแสงที'ความยาว
คลื'น 593 นาโนเมตร โดยใช้สารละลาย acetate buffer pH 3.6 เป็น blank สร้างกราฟมาตรฐาน
ระหวา่งความเขม้ขน้ของ FeSO4 กบัค่า ผลต่างของค่าดูดกลืนแสงที' 593 นาโนเมตร (ค่าดูดกลืนแสง
ของสาร FeSO4–ค่าดูดกลืนแสงของสารละลายควบคุม) แลว้คาํนวณหาสมการเส้นตรง เพื'อใช้
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คาํนวณค่า FRAP value ของแต่ละตวัอยา่ง การหาค่า FRAP value ของแต่ละตวัอยา่ง ผสมสารสกดั
ของแต่ละตวัอยา่ง ความเขม้ขน้ 100 มิลลิลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร กบั FRAP reagent 
ปริมาตร 950 ไมโครลิตร วดัค่าดูดกลืนแสง แลว้คาํนวณ ผลต่างของค่าดูดกลืนแสงที' 593 นาโน
เมตร ของแต่ละตวัอยา่ง นาํค่าที'ไดไ้ปคาํนวณค่า FRAP value ของตวัอยา่งต่อไป  
 3.3.8  การวเิคราะห์ข้อมูล  
  วเิคราะห์ความปรวนแปรของขอ้มูล (ANOVA) ปริมาณพิวราริน จีนิสทีอิน ฤทธิw ตา้น
อนุมูลอิสระ สารฟีนอลลิค สารฟลาโวนอยด์ อตัราการสังเคราะห์แสง อตัราส่วนนํ าหนกัสด/แห้ง 
และนํ าหนกัของสารที'สกดัได ้ของแต่ละทรีตเมนต ์ดว้ยวธีิ F-test และเปรียบเทียบค่าเฉลี'ย ระหวา่งท
รีตเมนต ์ดว้ยวิธี Duncan’s Multiple Rang Test (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์สําเร็จรูป 
SPSS (Statistical Package for Social Science) version 14 (Levesque และ SPSS Inc., 2006) 
 
3.4 การทดลองที 4 สารสกดักวาวเครือขาวกบัการลดระดับนํYาตาลในเลอืดและผลกระทบต่อเนืYอเยือ
ตับอ่อนและตับของหนูแรททีเป็นเบาหวาน 
3.4.1  การเตรียมการทดลอง 
 3.4.1.1  สารสกดักวาวเครือขาว คดัเลือกกวาวเครือขาวจากทรีตเมนต์ที'ให้ปริมาณ
พิวรารินสูงที'สุด ที'ได้จากการชักนาํด้วย Chitosan+CuCl2 ในตน้กวาวเครือขาวที'ปลูกใน growth 
chamber จากการทดลองในบทที' 4 มาใช้ทาํการทดลอง เตรียมสารสกัดกวาวเครือขาวด้วย
เอทิลแอลกอฮอล์ โดยนาํหัวกวาวเครือขาวมาลา้งทาํความสะอาด หั'นเป็นชิ นเล็ก ๆ แลว้อบแห้งที'
อุณหภูมิ 45ºC เป็นเวลา 72 ชั'วโมง แลว้บดให้เป็นผงละเอียด ชั'งผงกวาวเครือขาว 5 กรัม เติม
เอทิลแอลกอฮอล ์50 มิลลิลิตร (ต่อครั ง) คนแบบต่อเนื'องนาน 48 ชั'วโมง กรองแยกกากไปสกดัซํ าอีก
ครั ง นาํเอทิลแอลกอฮอล์ที'สกดัไดท้ั งหมดมาระเหยดว้ย rotary evaporation และทาํให้แห้งดว้ยการ
อบที'อุณหภูมิ 40ºC เป็นเวลา 48 ชั'วโมง จะไดส้ารสกดัสีเหลืองอาํพนัโดยมี yield เท่ากบั 33.6 
มิลลิกรัม/กรัมนํ าหนกัแหง้  เก็บสารสกดัไว ้ที' -20ºC   
 3.4.1.2  สัตวท์ดลอง หนูแรท (Rattus norvegicus) เพศผูพ้นัธ์ุวิสตาร์ อายุ 4 สัปดาห์ 
นํ าหนกั 200-250 กรัม จากสํานกัสัตวท์ดลองแห่งชาติมหาวิทยาลยัมหิดล ตาํบลศาลายา อาํเภอนคร
ชยัศรี จงัหวดันครปฐม นาํมาเลี ยงที'หอ้งเลี ยงสัตวท์ดลอง อาคารสัตวท์ดลองมหาวิทยาลยัเทคโนโลยี
สุรนารี โดยเลี ยงในกรงสเตนเลสที'มีขี เลื'อยนึ'งฆ่าเชื อเป็นวสัดุรองนอน ห้องควบคุมอุณหภูมิ 25±2ºC  
ใหช่้วงสวา่งถึงมืด 12 ชั'วโมง ช่วงสวา่งเริ'มตน้เมื'อ 6.00 นาฬิกา ใหน้ํ าประปาและอาหารเม็ดสําเร็จรูป
ตลอดเวลา เนื'องจากมีปัญหาดา้นการเตรียมการทดลองจึงตอ้งเลี ยงหนูทดลองต่อไปจนถึงอายุ 10 
สัปดาห์และมีนํ าหนกัตวั 350-400 กรัม จึงไดเ้ริ'มทาํการทดลอง   
 36
3.4.1.3  การเหนี'ยวนาํให้หนูเป็นเบาหวาน แบ่งหนูส่วนหนึ' งเพื'อเหนี'ยวนาํให้เป็น
เบาหวานโดย งดให้อาหารหนู 16 ชั'วโมง เก็บตวัอยา่งเลือดโดยใชเ้ข็มเจาะบริเวณปลายหางหนูเพื'อ
ตรวจระดบันํ าตาลในเลือดดว้ยกลูโคมิเตอร์ (Advantage®II, Roch Diagnosis) ก่อนฉีดสเตรปโตโซ
โทซินในขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั ที'ละลายในซิเตรตบฟัเฟอร์ (ภาคผนวก ก) เขา้ทาง
ช่องทอ้ง (intraperitoneal, ip.) (Kamalakkannan and Stanely, 2006) ในวนัที' 7 หลงัฉีดสเตรปโตโซ
โทซินให้หนูอดอาหาร 16 ชั'วโมง เก็บเลือดมาตรวจวดัระดบันํ าตาลในเลือด คดัเลือกหนูที'มีระดบั
นํ าตาลในเลือดมากกวา่ 250 มิลลิกรัม/เดซิลิตร ซึ' งเป็นหนูที'เกิดภาวะเบาหวานไปทาํการทดลอง 
(Sabu and Subburaju, 2002)  
3.4.2  ฤทธิDลดระดับนํYาตาลในเลอืดของสารสกดักวาวเครือขาวในหนูแรททีมีภาวะกลูโคสใน
เลอืดสูงเฉียบพลนัโดยการทาํ oral glucose tolerance test (OGTT) 
 3.4.2.1  ในหนูปกติ งดให้อาหารหนูก่อนทาํการทดลอง 16 ชั'วโมง แบ่งหนูเป็น 5 
กลุ่ม ๆ ละ 6 ตวั โดยแต่ละตวัตอ้งเก็บตวัอย่างเลือดเพื'อตรวจระดบันํ าตาลในเลือดที'เวลา 0 นาที 
(ก่อนป้อนสาร) แลว้จึงป้อนสารตามกลุ่มที'ถูกจดัไว ้ดงันี  กลุ่มที' 1 กลุ่มควบคุม ป้อนนํ ากลั'นขนาด 2 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนักตวั กลุ่มที' 2 ป้อนยาควบคุมระดับนํ าตาลในเลือด กลัยเบนคลาไมด์
(daonil®) 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั กลุ่มที' 3-4 ป้อนสารสกดักวาวเครือขาวที' 100 และ 500 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั หลงัจากป้อนสารแต่ละกลุ่ม เป็นเวลา 30 นาที แลว้จึงป้อนกลูโคส 3 
กรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั (Pushparaj et al., 2000) ในหนูทุกกลุ่มแลว้ทาํการเก็บตวัอย่างเลือดเพื'อ
ตรวจระดบันํ าตาลในเลือดอีกครั งหลงัป้อนสารแต่ละกลุ่ม 60 120 180 และ 240 นาที การป้อนสาร
ทาํโดยนาํกระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร มาต่อดว้ยเข็มป้อนสารลงกระเพาะ (gastric feeding 
needle) เบอร์ 18 จากนั น ป้อนสารครั งละไม่เกิน 1 มิลลิลิตร 
3.4.2.2  ในหนูเบาหวาน คดัเลือกหนูที'เป็นเบาหวานเขา้ทาํการทดลองโดยทาํการ
ทดลองเหมือนในหนูปกติ แต่ใช้กลุ่มทดลองเพียง 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที' 1 กลุ่มควบคุมทาํการป้อนนํ า
กลั'นขนาด 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั กลุ่มที' 2 ทาํการป้อน กลยัเบนคลาไมด์ 10 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมนํ าหนกัตวั กลุ่มที' 3 ทาํการป้อนสารสกดักวาวเครือขาวที' 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั
และเก็บตวัอยา่งเลือดเพื'อตรวจระดบันํ าตาลในเลือดอีกหลงัป้อนสารแต่ละกลุ่ม 30 60 120 180 240 
และ 300 นาที   
3.4.3  ฤทธิDของสารสกดักวาวเครือขาวในการลดระดับนํYาตาลในเลอืดของหนูแรทเบาหวาน 
เมือให้สารสกดัวนัละครัYงติดต่อกนั 30 วนั   
แบ่งหนูที'เป็นเบาหวานออกเป็น 3 กลุ่ม ๆ ละ 6 ตวั โดยหนูกลุ่มที' 1 คือ หนูปกติที'ป้อนนํ า
กลั'นขนาด 1 มิลลิลิตร/ตวั/วนั กลุ่มที' 2 คือ หนูเบาหวานที'ป้อนนํ ากลั'นขนาด 2 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
นํ าหนกัตวั/วนั กลุ่มที' 3 คือ หนูเบาหวานที'ป้อนกลยัเบนคลาไมด ์ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั/
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วนั กลุ่มที' 4 คือ หนูเบาหวานที'ป้อนกวาวเครือขาว 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ าหนกัตวั/วนั (ใช ้ 100 
มิลลิกรัมของสารสกดัหยาบ/1กิโลกรัมนน.ตวัของหนูทาํการใหทุ้กวนั) ทาํการป้อนนํ าหรือสาร (ของ
แต่ละกลุ่ม) ผา่นท่อลงสู่กระเพาะโดยตรง โดยใช ้ gastric feeding needle เป็นเวลา 30 วนั เก็บเลือด
และตรวจระดบันํ าตาลในเลือดทุก 7 วนั แลว้เปรียบผลการลดระดบันํ าตาลในเลือดของแต่ละทรีต
เมนตก์บักลุ่มควบคุมในแต่ละครั งของการตรวจเลือด และในทรีตเมนตเ์ดียวกนัเปรียบเทียบระดบั
นํ าตาลในเลือดของการตรวจแต่ละครั งกบัขอ้มูลก่อนการป้อนสาร (วนัที' 0) 
3.4.4  ผลของสารสกดักวาวเครือขาวต่อเนืYอเยือในตับอ่อน และตับของหนูแรทเบาหวานที
ได้รับสารสกดัเป็นเวลา 30 วนั 
โดยใชห้นูจากการทดลองในหวัขอ้ที' 3.4.3 หลงัป้อนสารครบ 30 วนั แลว้ทาํการฆ่า
หนูดว้ยเครื'องตดัคอ จากนั นผ่าหน้าทอ้งแลว้ตดัตบัอ่อนและตบัไปคงสภาพใน neutral phosphate 
buffer formalin  
(ภาคผนวก ข) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชั'วโมง จึงนาํไปผา่นขั นตอนจนไดเ้ป็นสไลดถ์าวรของเนื อเยื'อที'
ยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกซิลิน (Hematoxylin) และอีโอซิน (Eosin) (ภาคผนวก ค) เพื'อศึกษาพยาธิสภาพ
ของเนื อเยื'อโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ (light microscope)  
  3.4.5  การวเิคราะห์ข้อมูล 
วิเคราะห์ขอ้มูลระดบันํ าตาลในเลือดดว้ย one-way analysis of variance (ANOVA) 
เปรียบเทียบค่าเฉลี'ยระหว่างกลุ่ม (ทรีตเมนต)์ โดยใช ้duncan multiple rang test (DMRT) และ
เปรียบเทียบขอ้มูลก่อนและหลงัดว้ย student’s paired-t test ที'ระดบันยัสําคญั P < 0.05 โดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์สําเร็จรูป SPSS (Statistical Package for Social Science) version 14 
(Levesque and SPSS Inc., 2006) 
บทที 4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 
4.1  การทดลองที 1 การจําแนกพันธ์ุกวาวเครือขาวโดยใช้ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และเทคนิค 
ISSR-Touchdown PCR 
4.1.1 ข้อมูลทางพฤกษศาสตร์  
กวาวเครือขาวทีรวบรวมในแปลงของฟาร์มมทส. มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ทีหลากหลาย 
ดงันั%นการทดลองนี% จึงประยุกต์ตาม จรัญ ดิษฐไชยวงศ ์ และคณะ (2550) และวิธีการเก็บขอ้มูลจาก 
cowpea descriptions ตามลกัษณะการจาํแนกพนัธ์ุของ International Board for Plant Genetic 
Resources (IBPGR) (IBPGR, 1983) จาํแนกความแตกต่างของกวาวเครือขาวได ้ดงันี%  
4.1.1.1  สีด้านหลงัใบของใบย่อยส่วนปลายจากกวาวเครือขาวทั%ง 36 สายตน้ โดยใช้
ระบบ The Hunter L, a, b Color Space (DeMan, 1999) พบวา่มีค่า  L* และ b* แตกต่างกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัยิงทางสถิติ แต่ค่า  a* ไม่มีความแตกต่างกนั (ตารางที 4.1) ค่า a* อยูร่ะหวา่ง -23.33 ถึง -5.41 
สายตน้ที T11 ใบยอ่ยส่วนปลายมีสีเขียวมากทีสุด(a* = -23.33) และสายตน้ที T27 ใบยอ่ยส่วนปลาย
มีสีเขียวนอ้ยทีสุด (a* = -5.41)  ค่า b* อยูร่ะหวา่ง 14.35 ถึง 31.14 สายตน้ที T26 ใบยอ่ยส่วนปลายมี
สีเหลืองมากทีสุด (b* = 31.14)  สายตน้ที T23 ใบยอ่ยส่วนปลายมีสีเหลืองนอ้ยทีสุด (b*=14.35) ค่า 
L* อยูร่ะหวา่ง 35.42 ถึง 47.79 สายตน้ที T34 ใบยอ่ยส่วนปลายมีความสวา่งมากทีสุด (L* = 47.79) 
สายตน้ที T24 ใบยอ่ยส่วนปลายมีความสวา่งนอ้ยทีสุด (L* = 35.42) และค่า x และ y หมายถึง ค่าสี
ตามระบบ CIE chromaticity diagram (DeMan, 1999) ซึ งคาํนวณจากค่า L*, a*, b* พบวา่ค่า x และ y 
แตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัยิงทางสถิติ มีค่า x อยูร่ะหวา่ง 0.3613 ถึง 0.3226 สายตน้ที T34 มีค่า x มาก
ทีสุด (x = 0.3613) สายตน้ที T23 มีค่า x นอ้ยทีสุด (x=0.3226) และมีค่า y อยูร่ะหวา่ง 0.4569-0.3338 
สายตน้ที T11 มีค่า y มากทีสุด (y = 0.4569) สายตน้ที T30 มีค่า y นอ้ยทีสุด (y = 0.3338) 
4.1.1.2  ลกัษณะใบ พบว่า กวาวเครือขาวทั%ง 36 สายตน้ มีลกัษณะใบย่อยส่วนปลาย 
แตกต่างกนั ดงัแสดงในตารางที 4.2 จาํแนกความแตกต่างทีใบยอ่ยส่วนปลายได ้2 กลุ่ม ดงันี%   
4.1.1.2.1 ใบย่อยส่วนปลาย รูปไข่ (ovate)  ฐานใบมน(obtuse) ปลายใบเป็นติง
แหลม(cuspidate) จาํนวน 12 สายตน้ ไดแ้ก่ สายตน้ที T1, T2, T8, T9, T11, T13, T17, T18, T21, 
T22, T28, และ T32 
4.1.1.2.2 ใบยอ่ยส่วนปลาย  รูปรี (elliptic) ฐานใบแหลม(acute)  ปลายใบเรียว
แหลม(acuminate) จาํนวน 24 สายตน้ ไดแ้ก่ สายตน้ที T3, T4, T5, T6, T7, T10, T12, T14, T15, 
T16, T19, T20, T23, T24, T25, T26, T27, T29, T30, T31, T33, T34, T35 และ T36  
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4.1.1.3 ขนบนส่วนลาํตน้ ทั%ง 36 สายตน้ ไม่มีขนบนส่วนของลาํตน้ ดงัแสดงในตารางที 
4.2 
4.1.1.4 ขนทีฝัก (ตารางที 4.2) 
4.1.1.4.1 มีขนทีฝัก ไดแ้ก่ สายตน้ที T6 และ T24 
4.1.1.4.2 ไม่มีขนทีฝัก ไดแ้ก่ สายตน้ที T2, T3, T4, T5, T7, T8, T10, T11, T12, 
T14, T16, T17, T18, T20, T21, T25, T26, T29, T30, T31, T32  และ T35 (สายตน้ทีไม่ติดฝักจาํนวน 
11 สายตน้ ไดแ้ก่ สายตน้ที T1, T9, T15, T19, T22, T23, T27, T28, T33, T34 และ T36 เนืองจาก
ระหวา่งการแทงช่อดอกมีการเปลียนแปลงอุณหภูมิสูง-ตําทาํใหเ้กิดการฝ่อของช่อดอก) 
4.1.1.5  ลกัษณะสีของดอก ใชก้ารพิจารณาสีกลีบดอกคู่กลาง และสีกลีบดอกคู่นอก จาก
การสังเกตสีกลีบดอกคู่กลางทั%ง 32 สายตน้ มีสีกลีบดอกคู่กลางสีนํ% าเงินอมม่วงทีเขม้ถึงจางแตกต่าง
กนั  จึงไดน้าํระบบ The Hunter L, a, b Color Space (DeMan, 1999) มาใชใ้นการเก็บขอ้มูลและ
เนืองจากในช่วงระยะเวลาการเก็บขอ้มูลสภาพอากาศแปรปรวน การเปลียนแปลงอุณหภูมิสูง-ตํา 
ระหว่างการแทงช่อดอกมีทาํให้เกิดการฝ่อของช่อดอกจาํนวน 4 สายตน้ พบว่าสีกลีบดอกคู่กลาง 
และสีกลีบดอกคู่นอกทั%ง 32 สายตน้มีค่า  L*, a* และ b* แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัยิงทางสถิติ 
(ตารางที 4.3) ค่า L* อยูร่ะหวา่ง 26.60 ถึง 75.19 สายตน้ที T34 สีกลีบดอกคู่กลางมีความสวา่งมาก
ทีสุด (L* = 75.19) สายตน้ที T25 สีกลีบดอกคู่กลางมีความสวา่งนอ้ยทีสุด (L* = 26.60)  ค่า a* อยู่
ระหวา่ง 10.47 ถึง 38.34 สายตน้ที T34 สีกลีบดอกคู่กลางมีสีเขียวมากทีสุด(a* = -10.47) และสายตน้
ที T33 สีกลีบดอกคู่กลางมีสีเขียวนอ้ยทีสุด (a* = 38.34) และ ค่า b* อยูร่ะหวา่ง -9.48 ถึง -34.19 สาย
ตน้ที T34 สีกลีบดอกคู่กลางมีสีเหลืองมากทีสุด (b* = -9.48) สายตน้ที T30 สีกลีบดอกคู่กลางมีสี
เหลืองนอ้ยทีสุด (b* = -34.19)  
สีกลีบดอกคู่นอกทั%ง 32 สายตน้มีค่า L*, a* และb* แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัยิงทาง
สถิติ (ตารางที 3.4) ค่า L* อยูร่ะหวา่ง101.89 ถึง 58.87 สายตน้ที T23 สีกลีบดอกคู่นอกมีความสวา่ง
มากทีสุด (L* = 101.89 สายตน้ที T25 สีกลีบดอกคู่นอกมีความสวา่งนอ้ยทีสุด (L* = 58.87) ค่า a* 
อยูร่ะหวา่ง -11.45 ถึง 16.28 สายตน้ที T18 สีกลีบดอกคู่นอกมีสีเขียวมากทีสุด(a* = 16.28) และสาย
ตน้ที T19 สีกลีบดอกคู่นอกมีสีเขียวนอ้ยทีสุด (a* = -11.45) และ ค่า b* อยูร่ะหวา่ง -17.50 ถึง 17.85 
สายตน้ที T25 สีกลีบดอกคู่นอกมีสีเหลืองมากทีสุด (b* = -1.50) สายตน้ที T19 สีกลีบดอกคู่นอกมีสี
เหลืองนอ้ยทีสุด (b* = 17.85)  
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ตารางที 4.1 สีดา้นหลงัใบของใบยอ่ยส่วนปลายของกวาวเครือขาว  
 
สาย
ต้น 
สีของหลงัใบ 
L* a* b* x y 
T1 39.04 l-p -16.80 a-c 19.17  kl 0.3295  lm 0.4188  i-l 
T2 39.78 k-o -18.40 bc 21.23  i-k 0.3312 j-l 0.4288  e-l 
T3 44.10 c-h -21.77 c 27.42  a-e 0.3386  c-i 0.4492  a-c 
T4 38.08 o-q -16.11 a-c 18.53  k-m 0.3295  k-m 0.4165  j-l 
T5 39.94 k-o -16.98 a-c 20.29  jk 0.3324  i-l 0.4219  g-l 
T6 38.63 m-p -18.07 bc 20.14  jk 0.3288  l-n 0.4262  f-l 
T7 40.82 h-o -18.35 bc 22.30  f-k 0.3344  f-l 0.4308  d-k 
T8 41.44 f-o -19.46 c 23.07  d-k 0.3329  h-l 0.4337  c-j 
T9 40.54 j-o -19.65 c 22.55  e-k 0.3312  j-l 0.4349  c-i 
T10 38.93 m-p -16.11 a-c 18.30  k-m 0.3286  l-n 0.4140  k-m 
T11 46.69  a-c -23.33 c 30.40  a-c 0.3418  c-e 0.4569  a 
T12 42.47  d-l -20.05 c 24.20  c-j 0.3348  f-l 0.4376  b-g 
T13 41.03  g-o -19.29 c 22.71  e-k 0.3329  g-l 0.4338  c-j 
T14 43.41  c-j -21.95 c 28.15  a-c 0.3405  c-f 0.4544  a 
T15 44.09  c-h -19.81 c 24.90  c-j 0.3371  d-j 0.4364  b-h 
T16 44.38  b-g -21.31 c 26.78  a-h 0.3383  c-i 0.4458  a-e 
T17 39.49  k-o -18.34 bc 21.42  i-k 0.3319  i-l 0.4301  e-l 
T18 44.89  a-e -22.66 c 28.06  a-c 0.3388  c-i 0.4529  ab 
T19 38.45  n-q -15.37 a-c 18.37  k-m 0.3310  j-l 0.4133  lm 
T20 40.62  i-o -19.20 c 22.02  h-k 0.3311  j-l 0.4317  d-j 
T21 44.51  b-f -21.41 c 27.72  a-d 0.3406  c-f 0.4491  a-c 
T22 44.05  c-i -21.18 c 27.18  a-f 0.3398  c-g 0.4474  a-d 
T23 35.88 p-q -13.83 a-c 14.35  m 0.3226  n 0.3984  m 
T24 35.42  q -13.66 a-c 14.68  lm 0.3246  mn 0.4002  m 
T25 42.70  d-k -18.79 bc 24.65  c-i 0.3398  c-h 0.4369  b-h 
T26 47.54  ab -6.30 ab 31.14  a 0.3517  b 0.4522  ab 
T27 40.73  h-o -5.41 a 21.36  i-k 0.3370  d-j 0.4200  h-l 
T28 39.54  k-o -15.70 a-c 20.63  jk 0.3375  d-j 0.4216  g-l 
T29 41.96  d-m -16.83 a-c 22.06  h-k 0.3378  d-j 0.4246  f-l 
T30 41.42  f-o -17.17 a-c 20.79  i-k 0.3330  g-l 0.3338  o 
T31 41.74  d-n -5.48 a 22.16  g-k 0.3361  d-k 0.3361  o 
T32 41.48  e-o -17.39 a-c 20.84  i-k 0.3352  e-l 0.4205  g-l 
T33 43.56  c-j -18.64 bc 25.73  b-i 0.3429  cd 0.3429  o 
T34 47.79  a -14.20 a-c 28.38  a-c 0.3613  a 0.3604  n 
T35 45.01  a-d -19.10 c 27.03  a-g 0.3450  c 0.4410  a-f 
T36 42.40  d-l -18.15 bc 24.76  c-j 0.3420  c-e 0.4365  b-h 
F-test ** ns ** ** ** 
CV(%) 4.18 36.4 10.93 1.04 2.09 
หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลีย 3ใบ/ซํ%า; จาํแนกสีตามระบบของ The Hunter L*, a*, b* Color Space และค่า x และ y = ค่าสีตามระบบ CIE 
chromaticity diagram (DeMan, 1999); L* = ทิศทางสี ในดา้นความสวา่ง เริมจากมืด (สีดาํ) L*= 0 ถึง สวา่ง (สีขาว) L*= 100; a* = 
ทิศทางสี เริมจากสีแดง (+a) ถึง สีเขียว (-a), b*= ทิศทางสี เริมจากสีเหลือง (+b) ถึง สีนํ%าเงิน (-b);x และ y = ค่าสีตามระบบ CIE ซึ ง
คาํนวณจากค่า L*, a*, b*;ค่าเฉลียทีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั%งเดียวกนัแสดงวา่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดยวิธี DMRTที
ระดบัความเชือมัน 95 % 
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ตารางที 4.2 ลกัษณะใบยอ่ยส่วนปลาย ขนบนส่วนของลาํตน้ และขนทีฝักของกวาวเครือขาว 
สาย
ต้น 
รูปร่างใบ ฐานใบ ปลายใบ 
ขนบนส่วน
ของลาํต้น 
ขนทีฝัก 
หมายเหตุ 
มี ไม่มี มี ไม่มี 
T1 ovate obtuse cuspidate  /   ไม่ติดฝัก 
T2 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T3 elliptic acute acuminate  /  /  
T4 elliptic acute acuminate  /  /  
T5 elliptic acute acuminate  /  /  
T6 elliptic acute acuminate  / /   
T7 elliptic acute acuminate  /  /  
T8 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T9 ovate obtuse cuspidate  /   ไม่ติดฝัก 
T10 elliptic acute acuminate  /  /  
T11 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T12 elliptic acute acuminate  /  /  
T13 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T14 elliptic acute acuminate  /  /  
T15 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
T16 elliptic acute acuminate  /  /  
T17 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T18 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T19 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
T20 elliptic acute acuminate  /  /  
T21 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T22 ovate obtuse cuspidate  /   ไม่ติดฝัก 
T23 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
T24 elliptic acute acuminate  / /   
T25 elliptic acute acuminate  /  /  
T26 elliptic acute acuminate  /  /  
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ตารางที 4.2 (ต่อ)  
สาย
ต้น 
รูปร่างใบ ฐานใบ ปลายใบ 
ขนบนส่วน
ของลาํต้น 
ขนทีฝัก 
หมายเหตุ 
มี ไม่มี มี ไม่มี 
T27 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
T28 ovate obtuse cuspidate  /   ไม่ติดฝัก 
T29 elliptic acute acuminate  /  /  
T30 elliptic acute acuminate  /  /  
T31 elliptic acute acuminate  /  /  
T32 ovate obtuse cuspidate  /  /  
T33 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
T34 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
T35 elliptic acute acuminate  /  /  
T36 elliptic acute acuminate  /   ไม่ติดฝัก 
หมายเหตุ : รูปร่างใบ [ovate (ใบรูปไข่) และ elliptic (ใบรูปรี)];ฐานใบ [obtuse (ฐานใบมน) และ 
acute (ฐานใบแหลม)];ปลายใบ [cuspidate (ปลายใบเป็นติงแหลม) และacuminate (ปลายใบเรียว
แหลม)] 
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ตารางที 4.3  สีของดอกบานคู่กลางและคู่นอกของกวาวเครือขาว  
สายต้น 
  สีของหลังใบ 
L* a* b* L* a* b* 
T1 50.14  cd 22.28  k -22.43  b-e 86.30  de -2.37  f 5.87  c 
T2 38.69  h-j 30.90  d-g -23.60  c-f 77.27  h-j 6.70   ed -6.29  i-k 
T3 40.37  f-i 34.99  a-e -27.93  g-i 77.54  h-j 4.41  g-k -3.12  g-i 
T4 44.36  e-g 31.14  c-g -26.01  d-h 75.99  i-k 6.15  f-h -4.62  h-j 
T5 40.51  f-i 26.04  h-j -21.30  bc 72.93  kl 5.79  f-i 5.58  c 
T6 27.77  no 35.66  a-e -28.90  h-j 84.84  d-f 0.32  l-o 0.75  e-g 
T7 32.20  k- n 29.37  f-i -18.96  b 77.79  h-j 2.89  h-m -2.34  e-h 
T8 35.99  i-k 37.11  a -27.26  f-i 78.08  h-j 4.43  g-k -2.10  e-h 
T9 46.35  c-e 30.82  e-g -25.90  d-h 80.48  gh 2.86  h-m -1.22  e-h 
T10 30.08  l-o 37.18  a -26.48  e-i 82.18  fg 2.24  j-m 1.53   de 
T11 31.97  k-n 35.47  a-e -27.97  g-i 80.06  gh 2.70  i-m -2.45  fh 
T12 42.88  e-h 29.19  f-i -26.23  e-i 74.63  jk 5.29  f-j -7.18  jk 
T13 40.86  f-i 37.04  a -25.71  d-h 78.96  g-i 2.73  i-m -0.55  e- g 
T14 45.67  d-f 35.29  a-e -22.11  b-d 91.15  c -4.16  p 4.83  cd 
T15 ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
T16 50.87  c 31.88  b-g -20.40  bc 77.44  h-j 11.90  bc -8.29  k 
T17 39.81  g-j 35.08  a-e -26.40  e-i 84.09  ef -1.31  n-p 4.70  cd 
T18 28.33  m-o 37.82  a -21.01  bc 63.38  n 16.28  a -14.18  l 
T19 58.52  b 27.25  g-I -20.52  bc 101.73  a -11.45    r 17.85  a 
T20 35.20  j- l 34.74  a-e -27.53  f-i 79.50  g-i 4.13  g-k -3.10  g-i 
T21 38.40  h-j 35.84  a-d -29.13  h-j 79.57  g-i 2.94  h-m -0.64  e-g 
T22 ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
T23 57.50  b 25.16  ij -27.03  f-i 101.89  a -11.30  r 16.89  a 
T24 46.30  c-e 29.86  f-h -24.04  c-g 97.86  b -7.58 o 12.43  b 
T25 26.60  o 34.74  a-e -26.63  f-i 58.87  o 16.19  a -17.50  m 
T26 41.58  e-h 36.83  ab -29.62  h-i 72.76  kl 9.28  c-e -9.37  k 
T27 ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
T28 45.26  d-f 35.94  a-c -27.56  f-i 79.29  g-i 4.27  g-k -2.69 e-i 
T29 44.07   e-g 31.94  b-g -26.69  f-i 78.38  hi 2.39  j-m 1.19 ef 
T30 32.88  k-n 37.83 a -34.19  k 79.67  g-i 3.48  g-l 1.10 ef 
T31 43.35  e-h 33.37  a-f -30.43  ij 84.14  ef 1.38  k-n 4.89 cd 
T32 30.82  k-o 37.75  a -32.38 k  71.11  l 8.09  d-f 11.37 b 
T33 31.13  k-o 38.34  a -27.46  f-i 67.86  m 12.31  b 10.84 b 
T34 75.19  a 10.47  k -9.48  a 88.09  cd -3.43  f 6.35 c 
T35 33.18  k-m 38.17  a -27.03 f-i 72.55  kl 10.69  b-d -9.33 K 
T36 ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
F-test **  ** ** ** ** ** 
CV(%) 6.87  7.75 8.36 2.38 21.09 24.32 
หมายเหตุ 1/ ค่าเฉลีย 3ใบ/ซํ%า; จาํแนกสีตามระบบของ The Hunter L*, a*, b* Color Space และค่า x และ y = ค่าสีตามระบบ CIE 
chromaticity diagram (DeMan, 1999); L* = ทิศทางสี ในดา้นความสวา่ง เริมจากมืด (สีดาํ) L*= 0 ถึง สวา่ง (สีขาว) L*= 100; a* = 
ทิศทางสี เริมจากสีแดง (+a) ถึง สีเขียว (-a), b*= ทิศทางสี เริมจากสีเหลือง (+b) ถึง สีนํ%าเงิน (-b);x และ y = ค่าสีตามระบบ CIE ซึ ง
คาํนวณจากค่า L*, a*, b*;ค่าเฉลียทีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั%งเดียวกนัแสดงวา่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ โดยวิธี DMRTที
ระดบัความเชือมัน 95 % 
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4.1.1.6 ขนาดใบ  พบวา่กวาวเครือขาว 36 สายตน้ มีขนาดใบยอ่ยส่วนปลายแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัสาํคญัยิงทางสถิติ (ตารางที 4.4) ความยาวใบตั%งแต่ 8.1-23.63 cm ความกวา้งใบตั%งแต่ 4.33-
13.83 cm กวาวเครือขาวสายต้นที 5 มีขนาดใบใหญ่ทีสุด คือ ใบกวา้ง 13.83 cm ยาว 23.63 cm 
กวาวเครือขาวสายตน้ที 34 มีขนาดใบเล็กทีสุด คือ ใบกวา้ง 4.33 cm ยาว 8.1 cm  
4.1.1.7 ความยาวกา้นช่อดอก พบว่ากวาวเครือขาว 36 สายตน้ มีความยาวกา้นช่อดอก 
แตกต่างกนัอย่างมีนัยสําคญัยิงทางสถิติ (ตารางที 4.4) ความยาวก้านช่อดอกตั%งแต่ 6.5-66.03 cm  
กวาวเครือขาวสายตน้ที 4 มีความยาวกา้นช่อดอกยาวทีสุด คือ 66.03 cm และกวาวเครือขาวสายตน้ที 
34 มีความยาวกา้นช่อดอกสั%นทีสุด คือ 6.5 cm 
 จากการใชล้กัษณะใบในการจาํแนก พบวา่สามารถจาํแนกกวาวเครือขาวออกเป็น 3 กลุ่ม
ใหญ่ไดด้งันี%  คือ กลุ่มที 1 ใบขนาดเล็ก รูปร่างใบรูปรี (elliptic), ฐานใบแหลม (acute) และปลายใบ
เป็นติงแหลม (cuspidate) กลุ่มที 2 รูปร่างใบรูปรี ฐานใบแหลม และปลายใบเป็นติงแหลม กลุ่มที 3 
รูปร่างใบรูปไข่ (ovate),  ฐานใบมน (obtuse) และปลายใบเรียวแหลม (acuminate) แต่ทั%ง 36 สายตน้
ไม่สามารถระบุไดว้า่มีความเกียวเนืองทางสายพนัธ์ุหรือไม่ จึงไดใ้ชล้กัษณะทางพฤกษศาสตร์ทีเก็บ
ขอ้มูลในการทดลองนี%  จาํนวน 7 ลกัษณะมาใช้ในการจาํแนกความแตกต่างของกวาวเครือขาวที
รวบรวมไว ้วิเคราะห์ผลลกัษณะทีบนัทึกไดค้าํนวณค่าสัมประสิทธิ ความคลา้ยคลึงตามวิธี Jaccard 
similarily จดักลุ่มความสัมพนัธ์สร้างเดนโดรแกรมดว้ย UPGMA (ภาพที 4.1) และวิธี PCA (ภาพที 
4.2) วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม (Genetic Similarity: GS) พบว่าค่า GS มีค่า
ระหวา่ง 0.57-0.97 โดยมีค่าเฉลียเป็น 0.77 ทีความสัมพนัธ์ 0.65 แยกได ้3 กลุ่ม คือ 
กลุ่มที 1 ประกอบด้วยสายต้นที 34 ซึ งมีลักษณะแตกต่างจากกลุ่มอืนทีเด่นชัด คือ ใบมี
ลกัษณะขนาดเล็ก รูปรี ฐานใบแหลม และปลายใบเรียวแหลม  
กลุ่มที 2 ประกอบดว้ย 23 สายตน้ มีลกัษณะใบทีค่อนขา้งใกลเ้คียงกบัสายตน้ที 34 พบว่า 
สายตน้ที 27 และ 36 มีลกัษณะภายนอกใกลก้นัมากทีสุดในระดบั 0.97  
กลุ่มที 3 ประกอบดว้ย 12 สายตน้ ใบมีลกัษณะรูปไข่ ฐานใบมน และปลายใบเป็นติงแหลม  
ผลการจดักลุ่มดว้ยวิธีนี%สอดคลอ้งกบัการจดักลุ่มดว้ย bootstraps มีค่าความเชือมันทีไดจ้าก
การวิเคราะห์ระหวา่ง 2-80.9%  คลา้ยคลึงกบัลกัษณะทีรายงานโดย Dithachaiyawong et al. (2005) 
จากการวเิคราะห์ค่าความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม (GS) ของกลุ่มตวัอยา่ง พบวา่ มีค่าระหวา่ง 0.57-0.97 
แสดงให้เห็นว่าลกัษณะภายนอกมีความแตกต่างกนัมาก ทั%งนี% สายตน้ที 34 มีลกัษณะทีต่างจากตน้
อืนๆ อยา่งเด่นชดั  
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ตารางที 4.4  ขนาดใบและความยาวกา้นช่อดอกของกวาวเครือขาว 
สายต้น 
ใบย่อยส่วนปลาย(cm)1/ 
ความยาวก้านช่อดอก(cm) 1/ 
ยาว กว้าง 
T1 12.17  j-m 8.23  h-l 50.13  b-d 
T2 16.80  c-f 10.50  c-e 48.17  c-f 
T3 14.20  e-k 7.27  k-m 32.57  h-n 
T4 19.53  bc 12.73  ab 66.03  a 
T5 23.63  a 13.83  a 44.73  c-g 
T6 14.17  e-k 9.30  e-j 40.20  d-i 
T7 17.87  b-d 10.37  c-e 48.83  c-e 
T8 15.93  d-i 10.80  c-e 53.77  bc 
T9 13.77  f-l 9.53  d-h 49.47  c-e 
T10 16.17  d-h 10.70  c-e 36.93  f-k 
T11 13.07  g-m 9.53  d-h 35.37  g-l 
T12 20.13  b 11.67  bc 34.33  g-m 
T13 16.43  c-g 11.03  cd 28.77  i-o 
T14 17.30  b-e 9.23  e-j 25.00  l-p 
T15 15.6  d-j 7.93  h-l ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
T16 13.17  g-m 7.90  h-l 48.63  c-e 
T17 14.23  e-k 9.40  e-i 38.10  e-j 
T18 13.57  f-m 8.30  g-l 36.75  g-k 
T19 17.83  b-d 9.93  d-g 42.30  c-h 
T20 13.77  f-l 8.47  g-l 23.33  m-p 
T21 12.80  h-m 7.37  k-m 14.70  pq 
T22 12.00  k-m 8.87  f-k ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
T23 14.50  k-n 8.03  h-l 23.23  m-p 
T24 15.97  d-i 8.40  g-l 35.57  g-l 
T25 15.83  d-i 10.27  c-e 60.27  ab 
T26 10.57  l-n 4.73  op 27.33  j-o 
T27 12.83  h-m 7.47  kl ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
T28 12.50  i-m 9.23  e-j 25.77  k-p 
T29 10.70  k-n 5.90  m-o 21.23  n-p 
T30 13.00  g-m 7.77  i-l 27.77  j-o 
T31 10.17  mn 5.77  n-p 22.60  n-p 
T32 12.60  i-m 8.47  g-l 48.33  c-f 
T33 14.10  e-l 8.00  h-l 45.10  c-g 
T34 8.10  n 4.33  j-l 6.50  q 
T35 13.83  e-l 7.70  l-n 20.23 op 
T36 11.97  k-m 7.00  k ไม่ออกดอกช่วงการทดลอง 
F-test ** ** **  
CV (%) 12.34 9.60 18.87  
หมายเหตุ : 1/ ค่าเฉลีย 3ใบ/ซํ% า; ค่าเฉลียทีตามดว้ยตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั%งเดียวกนัแสดงวา่ไม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ โดยวธีิ DMRTทีระดบัความเชือมัน 95 % 
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ภาพที 4.1  เดนโดรแกรมความสัมพนัธ์ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 7 ลกัษณะของกวาวเครือขาว 36 
สายตน้ คาํนวณค่าสัมประสิทธิ ความคลา้ยคลึงตามวธีิ Jaccard similarily และจดักลุ่ม
ความสัมพนัธ์ดว้ย UPGMA โดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc 2.10x  
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
2 
1 
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ภาพที 4.2  ภาพ 3 มิติแสดงการกระจายตวัของกลุ่มตวัอยา่งกวาวเครือขาว 36 สายตน้ โดยใชล้กัษณะ
ทางพฤกษศาสตร์ 7 ลกัษณะ (สีดา้นหลงัใบ ลกัษณะใบ ขนบนส่วนของลาํตน้ ขนทีฝัก สี
ของดอก ขนาดของใบ และความยาวกา้นช่อดอก) จากการวเิคราะห์โดย PCA 
 
4.1.2 ข้อมูลลายพมิพ์ดีเอน็เอ  
ผลการทดสอบเพิมปริมาณดีเอ็นเอดว้ยไพรเมอร์ ISSR จาํนวน 41 ไพรเมอร์  พบวา่สามารถ
ตรวจจบัแถบดีเอ็นเอไดท้ั%งหมด  355 ตาํแหน่ง คิดเป็น 8.66 ตาํแหน่งต่อไพร์เมอร์ โดยมีขนาดของ
แถบตั%งแต่ 280 bp ถึง 1,550 bp ในจาํนวนนี% มีตาํแหน่งดีเอ็นเอทีให้ความแตกต่าง (polymorphic) 
จาํนวน 293 ตาํแหน่ง คิดเป็น 82.54% ของทั%งหมด และเป็นตาํแหน่งทีไม่แตกต่างกนั (monomorphic) 
จาํนวน 62 ตาํแหน่ง คิดเป็น 17.46% ดงัแสดงในตารางที 4.5 ผลจากการตรวจสอบประสิทธิภาพของ 
ISSR และเทคนิคทีใช้โดยการวิเคราะห์ค่า Polymorphism Information Content (PIC) ซึ งบอก
คุณสมบติัของเครืองหมายดีเอ็นเอนั%น ๆ ว่ามีประโยชน์ในการนาํไปใช้มากหรือน้อย จากผลการ
ทดลองพบว่า มีค่าระหว่าง 0.0315-0.9779 หรือ เฉลียเท่ากับ 0.4779 ทั% งนี% การใช้เทคนิค ISSR-
Touchdown PCR ของการทดลองนี% มีประสิทธิภาพดีกวา่การใช้ ISSR markers ของ Muthusamy, 
Kanagarajan and Ponnusamy (2008) ในการจาํแนก rice bean (Vigna umbellate (Thunb.) ซึ งมีค่า 
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PIC เท่ากบั 0.203 เช่นเดียวกนักบังานทดลองของ Thimmappaiah et al. (2009) ทีใชเ้ทคนิค ISSR 
makers ในการจาํแนกความหลากหลายของมะม่วงหิมพานตใ์นประเทศอินเดีย พบวา่มีค่า PIC เฉลีย
เท่ากบั 0.304 และ Tantasawat et al. (2010) ใชเ้ทคนิค ISSR จาํแนกและเปรียบเทียบพนัธ์ุถัวฝักยาว
ในประเทศไทย มีค่า PIC อยูร่ะหวา่ง 0.137-0.276 (PIC เฉลียเท่ากบั 0.197)  
เมือเปรียบเทียบการใชเ้ครืองหมายโมเลกุลชนิด ISSR กบัการใชช้นิด SSR ของ Benor et al. 
(2008) ในการจาํแนกสายพนัธ์ุมะเขือเทศพนัธ์ุทีผสมตวัเอง (inbred lines) ของประเทศจีน ญีปุ่น 
เกาหลีใต ้และสหรัฐอเมริกา พบว่ามีค่า PIC เฉลียเท่ากบั 0.31 แต่ ISSR-Touchdown PCR ทีใชใ้น
การทดลองนี% ให้ค่า PIC ทีสูงกวา่ (0.4779) ทั%งนี% เครืองหมายโมเลกุลชนิด ISSR เป็นการตรวจสอบ
เบสซํ% าเช่นเดียวกนัภายในจีโนมพืช และเมือเปรียบเทียบกบั RAPD และพบวา่ ISSR ทีใช้ในการ
ทดลองนี% มีประสิทธิภาพดีกวา่ โดยจากการรายงานของ Muthusamy, Kanagarajan and Ponnusamy 
(2008) ซึ งใชเ้ทคนิควิธี RAPD ในการจาํแนก rice bean (Vigna umbellate (Thunb.) มีค่า PIC เท่ากบั 
0.243 เช่นเดียวกบั Thimmappaiah et al. (2009)  ทีจาํแนกความหลากหลายของมะม่วงหิมพานตใ์น
ประเทศอินเดีย โดยใชเ้ทคนิควิธี RAPD เช่นกนัมีค่า PIC เฉลียเท่ากบั 0.312 อยา่งไรก็ตามค่า PIC 
จากเทคนิค ISSR-Touchdown PCR ของการทดลองนี%  มีค่าเฉลียตํากว่าการใช้เทคนิควิธี SSR 
markers ในการจาํแนกและเปรียบเทียบถัวฝักยาวในประเทศไทย ซึ งมีค่า PIC อยู่ระหวา่ง 0.251-
0.752 (PIC เฉลียเท่ากบั 0.597) (Tantasawat et al., 2010) อยา่งไรก็ตามเทคนิค ISSR-Touchdown 
PCR ในการทดลองนี% มีค่า PIC ของไพร์เมอร์ทีมีค่าสูงสุด คือ 0.9779 ซึ งขึ%นกบัการเลือกไพร์เมอร์ที
เหมาะสมในการทดลอง และมีค่า  No. of effective alleles per locus (Ne)  หมายถึง จาํนวนอลัลีลที
เหมาะสมต่อโลกสั อยูร่ะหวา่ง 1.1250-1.8541 หรือ เฉลียเท่ากบั 1.5544 จึงสรุปไดว้า่การใชเ้ทคนิค 
ISSR-Touchdown PCR มีคุณสมบติัในการจาํแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 ผลการวิเคราะห์ขอ้มูลแถบดีเอ็นเอดงักล่าวดว้ยโปรแกรม NTSYSpc 2.10x โดยคาํนวณค่า
สัมประสิทธิ ความคลา้ยคลึงดว้ยวิธี Jaccard similarity จดักลุ่มความสัมพนัธ์โดยวิธี UPGMA และ
สร้าง dendrogram ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดังแสดงในภาพที 4.3  ผลจากการวิเคราะห์ 
Similarity Coefficient พบวา่ มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.50-0.86 (50-86 %) จากเดนโดรแกรม UPGMA (ภาพ
ที 4.3) สามารถจดักลุ่มกวาวเครือขาวออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ทีระดบั 56%  และสามารถแบ่งเป็น
กลุ่มยอ่ยไดอี้กทีระดบั 69% (ภาพที 4.3)  เมือเปรียบเทียบความเชือมันในการจดักลุ่มความสัมพนัธ์ดี
เอ็นเอของกวาวเครือขาวจาก UPGMA ด้วยการวิเคราะห์ค่า Bootstraps  พบว่าผลการจดักลุ่ม
ใกล้เคียงกับ UPGMA สายต้นทีใกล้ชิดกันยงัอยู่ใกล้ชิดกันโดยมีค่าความเชือมันทีได้จากการ
วิเคราะห์ Bootstraps อยู่ระหว่าง 0.3-90.5%  ผลการวิเคราะห์ UPGMA สามารถแยกไดอ้อกเป็น 2 
กลุ่ม (ภาพที 4.3) ทีระดบั GS 56% 
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ตารางที 4.5 ไพร์เมอร์ ISSR ทีใชใ้นการตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมของกวาวเครือขาว 
และลาํดับเบส จาํนวนแถบดีเอ็นเอทีเกิดขึ% นในแต่ละไพร์เมอร์ จาํนวนแถบดีเอ็นเอที
แสดงความแตกต่าง (polymorphisms) ค่า polymorphism information content (PIC) และ
ค่า No. of effective alleles per locus (Ne) ของแต่ละไพร์เมอร์ 
No. Primer Sequence 5’              3’ 
Total no. of 
Bands 
Monomorphic Polymorphic PIC Ne 
1 ISSR10 (GA)8 T 11 0 11 0.5386 1.7102 
2 ISSR12 (GA)8 A 10 1 9 0.3820 1.7215 
3 ISSR13 (CT)8 T 11 0 11 0.7134 1.7097 
4 ISSR15 (CT)8 G 11 0 11 0.8786 1.5120 
5 ISSR16 (CA)8 T 10 6 4 0.0602 1.6379 
6 ISSR17 (GA)8 A 6 5 1 0.0816 1.6498 
7 ISSR20 (GT)8 C 4 0 4 0.3511 1.4500 
8 ISSR22 (TC)8 A 5 0 5 0.2392 1.7914 
9 ISSR23 (TC)8 C 10 1 9 0.2246 1.6203 
10 ISSR26 (AC)8 C 11 3 8 0.2498 1.3097 
11 ISSR27 (AC)8 G 13 0 13 0.5207 1.3113 
12 ISSR34 (AG)8 YT 8 0 8 0.4352 1.5848 
13 ISSR36 (AG)8 YA 8 0 8 0.3677 1.8010 
14 ISSR40 (GA)8 YT 9 3 6 0.8516 1.5441 
15 ISSR42 (GA)8 YG 10 4 6 0.3331 1.3331 
16 ISSR46 (CA)8RT 10 0 10 0.6624 1.4261 
17 ISSR48 (CA)8 RG 11 1 10 0.6653 1.5236 
18 ISSR50 (GT)8 YC 6 0 6 0.5149 1.5682 
19 ISSR51 (GT)8 YG 8 0 8 0.2160 1.1250 
20 ISSR55 A (CA)7 CYT 12 2 10 0.3361 1.5892 
21 ISSR56 (AC)8 YA 11 3 8 0.2144 1.4782 
22 ISSR57 (AC)8 YG 9 1 8 0.3757 1.5221 
23 ISSR60 (ACC)6 8 0 8 0.3009 1.5650 
24 ISSR66 CT(CCT) 5C 8 7 1 0.0615 1.7906 
25 ISSR67 (GGC)6 10 0 10 0.4080 1.5731 
26 ISSR68 (GAA)6 7 4 3 0.0315 1.6480 
27 ISSR69 (GTT)6 10 0 10 0.3941 1.5142 
28 ISSR73 (GACA)4 10 0 10 0.6898 1.6480 
29 ISSR74 (CCCT)4 9 0 9 0.3190 1.6648 
30 ISSR78 (GGAT)4 6 0 6 0.4082 1.7085 
31 ISSR80 (GGAGA)3 9 0 9 0.6669 1.8541 
32 ISSR81 (GGGTG)3 10 1 9 0.4037 1.8022 
33 ISSR84 HBH(AG)7 10 1 9 0.2728 1.6400 
34 ISSR85 BHB(GA)7 6 4 2 0.9633 1.1776 
35 ISSR86 VDV(CT)7 11 3 8 0.8036 1.5170 
36 ISSR87 DVD(TC)7 8 2 6 0.8025 1.4725 
37 ISSR89 DBD(AC)7 5 3 2 0.9779 1.1515 
38 ISSR90 VHV(GT)7 7 4 3 0.7972 1.3413 
39 ISSR91 HVH(TG)7 7 3 4 0.8403 1.4032 
40 ISSR95 AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC 5 0 5 0.2178 1.6556 
41 ISSR98 GAT CAA GCT TNN NNN NAT GTG G 5 0 5 0.7511 1.6828 
Total 355 62 293 19.5924 63.7292 
Average 8.66 17.46 83.54 0.4779 1.5544 
หมายเหตุ  :  B=(C, G, T), D=(A, G, T), H=(A, C, T, R=(A, G), Y=(C, T), V=(A, C, G)       
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กลุ่มที 1 ประกอบดว้ยสายตน้ที T34 และสายตน้ที T7  
กลุ่มที 2 ประกอบดว้ยสายตน้ทีเหลือจาํนวน 34 สายตน้แยกออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย ทีระดบั GS 
69% 
กลุ่มยอ่ยที 2.1 ประกอบดว้ย 2 สายตน้ คือ สายตน้ที T26 และสายตน้ที T33  
กลุ่มยอ่ยที 2.2 ประกอบดว้ยสายตน้ทีเหลือ 32 สายตน้ คือ สายตน้ที T1-6, T8-25, 
T27-32, T35 และT36   
การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ดว้ยวธีิ PCA (ภาพที 4.4) พบวา่การจดักลุ่มสามารถแยกออกเป็น 
2 กลุ่มใหญ่ สายตน้ที T34 แยกตวัออกจากกลุ่มอืนอยา่งเด่นชดัเช่นเดียวกบัสายตน้ที T7, T26 และ 
T33 สายตน้ทีเหลือจาํนวน 32 สายตน้ และมีการกระจุกตวัอยูเ่ป็นกลุ่มเดียวกนั 
ทั%งนี% สายตน้ที 34 มีลกัษณะทีต่างจากตน้อืนๆ อย่างเด่นชดั ซึ งปรากฎทั%งในขอ้มูลการแยก
ด้วยลักษณะทางพฤกษศาสตร์และดีเอ็นเอ ผลการแยกกลุ่มด้วยลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ให้ผล
สอดคลอ้งกบัการจาํแนกด้วยลกัษณะทางดีเอ็นเอ โดยมีค่าความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม (GS) ของ
กลุ่มตวัอยา่งโดยการวิเคราะห์ดว้ย ISSR-Touchdown PCR  มีค่าระหวา่ง 0.50-0.86  แสดงให้เห็นถึง
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมสูง ถึงแมว้า่สายตน้ภายในกลุ่มที 2 ประกอบดว้ย 34 สายตน้ คือ สาย
ตน้ที T1-6, T8-33, T35 และT36 จะมีลกัษณะใบทีแตกต่างกนั แต่ผลการวิเคราะห์ทางดีเอ็นเอจดัอยู่
ในกลุ่มเดียวกนั แสดงวา่ตาํแหน่งทีตรวจจบัดว้ย ISSR นั%นอาจไม่สัมพนัธ์กบัตาํแหน่งทีควบคุมการ
แสดงออกของใบเช่นเดียวกบัรายงานของ Dithachaiyawong et al. (2005) ทีพบวา่ลกัษณะใบมีความ
แตกต่างกนัถึงแมจ้ะมาจากจงัหวดัเดียวกนั เนืองจากกวาวเครือขาวจดัเป็นพืชตระกูลถัวและมีโอกาส
การผสมขา้มได ้ซึ งอาจเป็นสาเหตุของความแปรปรวนนี%  (Mackie and Smith, 1935)  
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ภาพที 4.3  เดนโดรแกรมความสัมพนัธ์ของกวาวเครือขาว 36 สายตน้ โดยการวเิคราะห์ดว้ย  
 ISSR-Touchdown PCR. คาํนวณค่าสัมประสิทธิ ความคลา้ยคลึงตามวธีิ Jaccard similarily 
และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ดว้ย UPGMA โดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc 2.10x  
2.2 
1 
2.1 
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ภาพที 4.4  ภาพ 3 มิติแสดงการกระจายตวัของกลุ่มตวัอยา่งกวาวเครือขาว 36 สายตน้โดยการ
วเิคราะห์ดว้ย ISSR-Touchdown PCR จากการวเิคราะห์โดย PCA 
 
ดว้ยเหตุผลดงักล่าวขา้งตน้เมือทดลองรวม 2 ลกัษณะเขา้ดว้ยกนั เนืองจากเครืองหมาย ISSR 
เป็นเครืองหมายแบบสุ่มทีจบัลาํดบัเบสซํ% าในช่วงสั%น ๆ ประมาณ 1-6 คู่เบส ทีมีการกระจายอยูท่ ัวไป
ในจีโนม ซึ งส่วนใหญ่ไม่ใช่ตาํแหน่งของยีนทีควบคุมการแสดงออก (Reddy, Sarla and Suddiq, 
2002) จึงอาจไม่สัมพนัธ์กับลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ทีใช้ในการจดัจาํแนกหากใช้สมมุติฐานว่า 
ตาํแหน่งของดีเอ็นเอไม่สัมพนัธ์กบัลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ทีตรวจสอบ ซึ งส่วนใหญ่เป็นการใช้
ความแตกต่างของใบ ผลการจัดกลุ่มความสัมพนัธ์โดยวิธี UPGMA และสร้าง dendrogram 
ความสัมพนัธ์ดงัแสดงในภาพที 4.5  มีค่าความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม (GS) ของกลุ่มตวัอยา่งทั%ง 36 
สายตน้มีค่าระหวา่ง 0.50-0.83 (50-83%)  จากภาพที 3.6 มีจดักลุ่มกวาวเครือขาวออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ทีระดบั GS 53% และสามารถแบ่งเป็นกลุ่มย่อยไดอี้กทีระดบั GS 66% เมือเปรียบเทียบความ
เชือมันในการจดักลุ่มความสัมพนัธ์ดว้ยวิธี UPGMA ดว้ยการวิเคราะห์ค่า bootstraps พบวา่ ผลการจดั
กลุ่มใกลเ้คียงกบั UPGMA มีค่าความเชือมันระหวา่ง 1.2-96.4%  ผลการวิเคราะห์ UPGMA สามารถ
แยกออกเป็น 2 กลุ่ม (ภาพที 4.5) ทีระดบั GS 53% 
กลุ่มที 1 ประกอบดว้ย สายตน้ที T34 และสายตน้ที T7 
กลุ่มที 2 ประกอบดว้ยสายตน้ทีเหลือจาํนวน 34 สายตน้ แยกออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ยทีระดบั GS 
66% 
กลุ่มยอ่ยที 2.1 ประกอบดว้ย 2 สายตน้ คือ สายตน้ที T26 และสายตน้ที T33 
กลุ่มยอ่ยที 2.2 ประกอบดว้ยสายตน้ทีเหลือ 32 สายตน้ คือ สายตน้ที T1-6, T8-25, 
T27-32, T35 และT36 
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 ทั%งนี% ผลการรวม 2 ลกัษณะเข้าด้วยกันให้ผลการจดักลุ่ม UPGMA ใกล้เคียงกับการใช้
ลกัษณะดีเอน็เอของกวาวเครือขาวในการจาํแนกพนัธ์ุ 
การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ดว้ยวิธี PCA (ภาพที 4.6) พบว่าการจดักล◌ุ◌่มสามารถ 3 กลุ่ม
ใหญ่ กลุ่มที 1 คือ สายตน้ที T34 กลุ่มที 2 สายตน้ที T7, T26 และ T33 และกลุ่มที 3 ประกอบดว้ย 
สายตน้ทีเหลืออีก 32 สายตน้ โดยมีการกระจุกตวัอยู่เป็นกลุ่มเดียวกนั ทั%งนี%การรวมลกัษณะทั%ง 2 นี%
เข้าด้วยกันทาํให้คาดได้ว่า พนัธุกรรมของกวาวเครือขาวทีมีการรวบรวมไวนี้% อาจมาจาก 5 ฐาน
พนัธุกรรมใหญ่หรือตน้พนัธ์ุ โดยฐานที 1 คือ สายตน้ที 34  ฐานที 2, 3,4 คือ สายตน้ที 7, 26, 33 
(ตามลาํดบั) และฐานที 5 มีสมาชิกในกลุ่มมากทีสุดจาํนวน 32 สายตน้ ซึ งน่าจะเป็นกลุ่มจากแม่พนัธ์ุ
ทีมีพนัธุกรรมใกลชิ้ดกนั และจากผลการทดลองทั%งในลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ และดีเอ็นเอ พบวา่
ไม่มีตน้ใดมีพนัธุกรรมเดียวกนั ทุกตน้มีความแตกต่างกนัทั%งหมด  
 
 
 
 
ภาพที 4.5 เดนโดรแกรมความสัมพนัธ์ของกวาวเครือขาว 36 สายตน้ โดยการวิเคราะห์ดว้ย ISSR- 
 Touchdown PCR ร่วมกบัลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 7 ลกัษณะ คาํนวณค่าสัมประสิทธิ
ความคลา้ยคลึงตามวธีิ Jaccard similarily และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ดว้ย UPGMA โดยใช้
โปรแกรม NTSYSpc 2.10x  
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ภาพที 4.6  ภาพ 3 มิติแสดงการกระจายตวัของกลุ่มตวัอยา่งกวาวเครือขาว 36 สายตน้โดยการ
วเิคราะห์ดว้ย ISSR-Touchdown PCR ร่วมกบัลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 7 ลกัษณะ จาก
การวเิคราะห์โดย PCA  
 
4.1.3 โครงสร้างทางพนัธุกรรม 
การวิเคราะห์ค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งกลุ่มจาก PCA (ภาพที 4.4) พบวา่ทั%ง 2 กลุ่มมีการกระจุก
ตวัอยูใ่นตาํแหน่งต่างกนั ผลการวิเคราะห์ค่าดชันีความหลากหลาย (Shannon’ information index; I) ของ
กลุ่มประชากรทั%ง 2 กลุ่ม พบวา่มีค่าระหวา่ง 0.1550-0.4473 (ตารางที 4.6)  โดยกลุ่มประชากรในกลุ่มที 
1 มีค่าดชันีความหลากหลายนอ้ยทีสุดเนืองจากจาํนวนประชากรมีปริมาณนอ้ย การวิเคราะห์โครงสร้าง
ทางพนัธุกรรมของกลุ่มประชากรกวาวเครือขาว ทั%ง 2 กลุ่ม (ตารางที 4.7) พบวา่มีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม (genetic diversity : Ht) เท่ากบั 0.2885 ค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหว่าง
ประชากร (genetic diversity of population : Hs) เท่ากบั 0.2048 และค่าสัมประสิทธิ ความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมระหวา่งประชากร (coefficient of genetic differentiation : Gst) เท่ากบั 0.2901 แสดงถึงมี
ความแตกต่างทางพนัธุกรรมระดบักวา้ง แต่ความแตกต่างหรือความแปรปรวนทีเกิดขึ%นนั%นส่วนใหญ่
เกิดจากความแตกต่างภายในกลุ่มประชากรเอง (70.99%) มากกวา่ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มประชากร 
(29.01%) และพบว่ามีค่าการถ่ายเทยีน (gene flow; Nm) เท่ากบั 1.2235 แสดงให้เห็นว่ามีการ
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แลกเปลียนพนัธุกรรมระหว่างกลุ่มประชากรในระดบัตํา (ตารางที 4.7) แสดงว่าความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมประชากรกวาวเครือขาวทีรวบรวมไวนี้% เกิดจาก plant to plant variation หรือเกิดจากการ
กระจายตวัของลกัษณะ heterosis มีการผสมขา้มกบัพนัธ์ุทีมาจากแหล่งอืน (open pollination) นอ้ย การ
วิเคราะห์ค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม (Nei’s genetic identity) มีค่าเท่ากบั 0.8145 ค่าระยะห่างทาง
พนัธุกรรม (genetic distance) เท่ากบั 0.2052 และระยะห่างทางพนัธุกรรมระหวา่งกลุ่มประชากรทั%ง 2 
กลุ่มเท่ากบั 10.25974 (ตารางที 4.8) 
 
ตารางที 4.6 ค่าดชันีความหลากหลาย (Shannon’ information index; I) ของกวาวเครือขาว 2 กลุ่ม 
โดยการวิเคราะห์ดว้ย ISSR-Touchdown PCR   
 
 Group 1 Group 2 Total 
sample 2 34 36 
I 0.1550 0.4473 0.4583 
St.Dev 0.2644 0.2554 0.2457 
 
ตารางที 4.7  โครงสร้างทางพนัธุกรรมของกลุ่มประชากรกวาวเครือขาว (population genetic 
structure) แสดงค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity; Ht), ค่าความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมระหวา่งประชากร (genetic diversity of population; Hs), 
ค่าสัมประสิทธิความแตกต่างระหวา่งประชากร (coefficient of genetic differentiation ; 
Gst) และค่า gene floating (Nm) 
 
List Ht Hs Gst Nm 
Mean 0.2885 0.2048 0.2901 1.2235 
St.Dev. 0.0319 0.0194   
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ตารางที 4.8  ค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม (Nei’s genetic identity) และระยะห่างทางพนัธุกรรม 
(genetic distance) ระหว่างกลุ่มพนัธ์ุกวาวเครือขาว 2 กลุ่ม และเดนโดรแกรมแสดง
ระยะห่างทางพนัธุกรรมจากการวิเคราะห์ดว้ย Nei’s genetic distance method (1972) and 
UPGMA by using PHYLIP V. 3.5 
 
pop ID 1 2 
1 **** 0.8145 
2 0.2052 **** 
 
              +----------10.25974 -----------------pop1 
            --1 
+----------10.25974 -----------------pop2 
 
4.2 การทดลองทีสอง ชนิดและความเข้มข้นของสารชักนําต่อฤทธิjต้านอนุมูลอสิระและการ
เจริญเติบโตของกวาวเครือขาว 
จากผลการทดลองเมือพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของสารชักนาํแต่ชนิดและจาํนวนวนั
หลงัการชกันาํครั% งสุดทา้ยต่อฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระและต่อปัจจยัทีคาดวา่จะมีผลต่อความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระของกวาวเครือขาว เช่น ปริมาณสารประกอบฟีนอลิค สารฟลาโวนอยด์ ไดผ้ล
ดงัต่อไปนี%   
  4.2.1  การชักนําด้วยไคโตซาน  
เมือการชกันาํดว้ยไคโตซานทั%ง 5 ความเขม้ขน้ (0 10 500 1,000 และ 1,500 มิลลิกรัม/
ลิตร) แลว้มีผลต่อตวัแปรต่าง ๆ ดงัต่อไปนี%   
4.2.1.1  ผลต่อสารปริมาณของประกอบฟีนอลิค พบวา่ การเก็บขอ้มูลที 15 วนั หลงั
ชกันาํดว้ยความเขม้ขน้ที 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในหวักวาวเครือขาว
สูงทีสุด คือ 14.0 มิลลิกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง ซึ งแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติกบัทุกความความ
เขม้ขน้ทีใชท้ดลองและยงัสูงกวา่ทีพบในวนัที 1 วนัที 7 และวนัที 30 ทีใชค้วามเขม้ขน้เดียวกนั ถึง 
58.7, 32.8 และ 11.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั (ภาพที 4.7) แสดงว่าสารไคโตซานสามารถชักนาํ
สารประกอบฟีนอลิคใหเ้พิมขึ%นได ้สอดคลอ้งกบั Khan et al. (2003) ทีพบวา่การฉีดพ่นไคโตซานใน
ถัวเหลืองสามารถเพิมกิจกรรมของเอนไซม ์phenylalanine ammonia-lysase (PAL) และ tyrosine 
ammonia-lysase (TAL) และทาํใหป้ริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในถัวเหลืองเพิมขึ%นดงันั%น ความ
Genetic distance Genetic identity 
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เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร จึงเป็นค่าทีเหมาะสมต่อการชักนาํ การใช้ความเขม้ขน้ทีสูงกว่า เช่น 
1,500 มิลลิกรัม/ลิตร จะไดผ้ลทีต ําลง แสดงวา่สารฟีนอลิคตอบสนองเป็นแบบระฆงัคว ํา (bell shape) 
ต่อความเขม้ขน้ของสารชกันาํทีเพิมขึ%น โดยปริมาณสารจะเพิมสูงสุดทีความเขม้ขน้ทีเหมาะสม ถา้
ความเขม้ขน้เพิมขึ%นอีกจะทาํใหป้ริมาณสารลดลง สอดคลอ้งกบัการชกันาํสารไอโซฟลาโวนอยด์ใน
ถัวเหลืองโดย Kneer et al. (1999)  
 
 
 
ภาพที 4.7 สารฟีนอลิคหลงัการชกันาํดว้ยไคโตซาน 
 
4.2.1.2  ผลต่อสารประกอบฟลาโวนอยด์ พบวา่ มีผลคลา้ยกบัผลต่อสารประกอบฟี
นอลิคทีตรวจสอบในขา้งตน้ คือ วนัที 15 หลงัชกันาํดว้ยความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้มี
ปริมาณสารฟลาโวนอยด ์สูงทีสุดคือ 2.76 ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้ แตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติกบัทุกความเขม้ขน้ทีใชท้ดลอง (ภาพที 4.8) สอดคลอ้งกบั Hubert and Ragai (1997) ทีพบวา่ไค
โตซานเพิมปริมาณของฟลาโวนอยด์ในถัวลูปินได้สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
เนืองจากสารฟลาโวนอยด์เป็นสารในกลุ่มฟีนอลิค (Santos and Mira, 2004) กลไกของการชกันาํ
น่าจะไปเพิมกิจกรรมของเอนไซม ์PAL (Inui et al., 1997)  
 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยไคโตซาน 
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ภาพที 4.8 ปริมาณสารฟลาโวนอยดห์ลงัการชกันาํดว้ยไคโตซาน 
 
4.2.1.3  ผลต่อการยบัย ั%งอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวิธี DPPH พบว่าความเขม้ขน้ 
1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ที 15 วนั มีเปอร์เซ็นตย์บัย ั%งสารอนุมูลอิสระสูงทีสุดเท่ากบั 54.7 เปอร์เซ็นต ์(สูง
กวา่กลุ่มควบคุมในวนัเดียวกนัถึง 61 เปอร์เซ็นต)์ แตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติกบัความเขม้ขน้
อืน ๆ (ภาพที 4.9) ซึ งอาจเกิดผลของการมีสารฟีนอลิคและสารฟลาโวนอยด์ ทีเพิมขึ%น ดงัทีพบในผล
การทดลองขา้งตน้ เนืองจากสารทั%งสองกลุ่มเป็นสารทีมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระ ทาํให้กวาวเครือขาวมี
ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงขึ%น สอดคลอ้งกบั Ding et al. (2002) ทีพบวา่ปริมาณของสารฟีนอลิค สารฟ
ลาโวนอยด์และฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระ มีสหสัมพนัธ์ในเชิงบวกต่อกนั หรืออาจเกิดจากค่า pH ของ
สารละลายไคโตซานทีเป็นกรด เมือใชช้กันาํหลายครั% งโดยการคลุกกบัดิน อาจมีผลเปลียนแปลงค่า 
pH ของดินให้เป็นกรดดว้ย จนเกิดความเปลียนแปลงของความเป็นประโยชน์ของธาตุอาหารพืชใน
ดินได ้เนืองจากขณะทาํการทดลองไม่ไดว้ดั pH ของดิน ขอ้มูลดงักล่าวจึงเป็นเพียงขอ้สัณนิฐานของ
ผูว้จิยัเท่านั%น ยงยทุธ โอสถสภา (2543) กล่าวถึงความเป็นประโยชน์ของธาตุอาหารพืชในสภาวะดิน
กรดวา่ ธาตุแคลเซียม แมกนีเซียมและโพแทสเซียมจะละลายไดง่้ายขึ%น แต่ฟอสฟอรัสจะถูกตรึงทาํ
ใหล้ะลายไดย้าก การมีธาตุบางอยา่งละลายไดม้ากขึ%นอาจมีผลต่อปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระ การมี
ไนโตรเจนสูงจะลดฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบด้วย วีธี DPPH และ FRAP ลง แต่การมี
กาํมะถนัเพิมขึ%นจะทาํใหฤ้ทธิ ตา้นอนุมูลอิสระในพืชเพิมขึ%น  
  
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยไคโตซาน 
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ภาพที  4.9  ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ DPPH หลงัชกันาํดว้ยไคโตซาน 
 
 4.2.1.4  ผลต่อการเป็นตวัรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวิธี FRAP พบวา่ที 15 
วนั หลงัชกันาํดว้ยดคโตซานความเขม้ขน้ที 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร และ 1,500 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้
ความสามารถในการรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระของสารสกดักวาวเครือขาวของทั%งสองความเขม้ขน้สูง
ทีสุดเท่ากบั 5.72 และ 6.29 ไมโครโมลาห์ของ Fe2+/กรัมนํ% าหนกัแห้ง ตามลาํดบัและไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติ แต่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติกบัความเขม้ขน้อืน การชกันาํเพิมความสามารถในการ
รีดิวซ์สารอนุมูลอิสระขึ%นอยา่งต่อเนือง ตั%งแต่วนัที 1 และมีค่าสูงทีสุดในวนัที 15 หลงัจากนั%นจะลด
ตําลงจนใกลเ้คียงกบัผลในวนัที 1 (ภาพที 4.10) ซึ งอาจเกิดจากสารชกันาํสามารถไปเพิมปริมาณ
สารฟีนอลิคและสาร ฟลาโวนอยดขึ์%นไดด้งัทีพบในผลการทดลองขา้งตน้  
เพือกาํหนดเกณฑใ์นการคดัเลือกความเขม้ขน้และจาํนวนวนัหลงัการชกันาํทีเหมาะสมจึงใช้
วิธีการให้คะแนน (score) เป็น ระดบั ตั%งแต่ 1 คะแนน ถึง 3 คะแนน โดยกาํหนดให้ค่าทีสูงทีสุดทีมี
นยัสําคญัทางสถิติมีระดบัคะแนนเท่ากบั 3 และกาํหนดให้ ค่าทีสูงเป็นอนัดบั 2 มีระดบัคะแนน 
เท่ากบั 2 ค่าทีสูงเป็นอนัดบัที 3 มีระดบัคะแนนเท่ากบั 1  ดงันั%น ทรีตเมนตที์เหมาะสมทีสุดจะตอ้งมี
คะแนนผลรวมของทุกปัจจยัทีเกียวขอ้งการสารสร้างสารเคมี (total score A) สูงทีสุด ส่วนการ
คดัเลือกวนัทีเหมาะสมต่อการเก็บผลขอ้มูลหลงัการชกันาํ ไดจ้ากวนัเก็บขอ้มูลทีมีผลรวมของ total 
score B ของแต่ละวนัของทุกปัจจยัทีเกียวขอ้งสูงทีสุด แสดงในตารางผนวกที 1 พบว่าไคโตซาน
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยไคโตซาน 
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ความเขม้ขน้ 1000 ppm เหมาะสมต่อการชกันาํให้กวาวเครือขาวสร้างส่วนทีเกียวขอ้งกบัการสร้าง
สารเคมีมากทีสุด และระยะเวลาทีเหมาะสมต่อการเก็บขอ้มูลหลงัการชกันาํคือ ที 15 วนั เนืองจากมี
คะแนนรวมของวนัสูงทีสุด คือ 22 ไดจ้าก 6+8+4+4  จะพบวา่การชกันาํดว้ยไคโตซานความเขม้ขน้ 
1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคและสารประกอบฟลาโวนอยด์เพิมขึ%นสูง
ทีสุดนั%น ทาํให้ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ย วิธี DPPH และ FRAP เพิมขึ%นดว้ย ส่วนกลไก
ของการเพิมขึ%นนั%นยงัไม่ทราบแน่ชัดและตอ้งศึกษาในรายละเอียดต่อไป ส่วนการลดลงของสาร
อนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยทั%งสองวิธีในวนัที 30 หลงัสิ%นสุดการชกันาํแสดงวา่สารอนุมูลอิสระใน
กวาวเครือขาวมีการตอบสนองต่อสารชกันาํอย่างรวดเร็ว และลดปริมาณลงเมือระยะเวลาหลงัถูก
กระตุน้เพิมขึ%น ผลการทดลองนี%แสดงให้เห็นวา่ถา้ตอ้งใชส้ารดงักล่าวเพือชกันาํจะตอ้งรู้กาํหนดเวลา
ทีแน่นอนถึงจุดทีจะใหส้ารตา้นอนุมูลอิสระสูงทีสุดก่อนทาํการเก็บเกียวใหท้นัช่วงเวลานั%นต่อไป 
 
 
 
ภาพที 4.10  ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ FRAP หลงัชกันาํดว้ยไคโตซาน 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยไคโตซาน 
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4) ผลต่อปัจจยัทีเกียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว ใน ตารางผนวกที 2 พบวา่
ทุกตวัแปรทีใช้วดัการเจริญเติบโตหลงัการชกันาํไม่มีความแตกต่างทางสถิติ แสดงให้เห็นวา่ไคโต
ซานไม่มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว เนืองจากผลการทดลองทีไดไ้ม่แตกต่าง
จากกลุ่มควบคุม แมจ้ะมีรายงานว่ามีธาตุในโตรเจนเป็นส่วนประกอบอยู่ในไคโตซานประมาณ 8.7 
เปอร์เซ็นต ์(Ohta et al., 1999) อยา่งไรก็ตาม กวาวเครือขาวมีแนวโนม้เจริญเติบโตเป็นปกติและ
เพิมขึ%นตามระยะเวลาทีทาํการทดลอง 
4.2.2  ผลของการชักนําด้วยกรดซาลไิซลกิ 
การชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิกทั%ง 5 ความเขม้ขน้ (0 10 100 150 และ 200 มิลลิกรัม/
ลิตร) มีผลต่อตวัแปรต่าง ๆ ดงัต่อไปนี%   
4.2.2.1  ผลต่อสารประกอบฟีนอลิค พบวา่ การเก็บขอ้มูลที 7 วนั หลงัสิ%นสุดการชกั
นํา พบว่าความเข้มข้นที  100 มิลลิกรัม/ลิตร ทําให้มีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในหัว
กวาวเครือขาวสูงทีสุดคือ 15.5 ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้ ซึ งแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติกบั
เงือนไขอืน ๆ ทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.11)  
4.2.2.2  ผลต่อสารประกอบฟลาโวนอยด ์พบวา่ การเก็บขอ้มูลที 7 วนั หลงัสิ%นสุดการ
ชกันาํ พบวา่ความเขม้ขน้ที 100 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํใหมี้ปริมาณของสารฟลาโวนอยดใ์นหวั 
กวาวเครือขาวสูงทีสุดคือ 3.01 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนักแห้ง ซึ งแตกต่างอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติกบัเงือนไขอืน ๆ ทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.12)  
4.2.2.3  ผลต่อการยบัย ั%งสารอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวิธี DPPH พบว่า การเก็บ
ขอ้มูลที 7 วนั หลงัสิ%นสุดการชกันาํ พบว่าความเขม้ขน้ที 100 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้การยบัย ั%งอนุมูล
อิสระในหัวกวาวเครือขาวสูงทีสุดคือ 58.3 เปอร์เซ็นต์ ซึ งแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติกบั
เงือนไขอืน ๆ ทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.13)  
4.2.2.4  ผลต่อการเป็นตวัรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวิธี FRAP พบวา่ การ
เก็บขอ้มูลที 7 วนั หลงัสิ%นสุดการชักนาํ พบว่าความเขม้ขน้ที 100 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้การยบัย ั%ง
อนุมูลอิสระในหัวกวาวเครือขาวสูงทีสุดคือ 5.89 ไมโครโมลาห์ของ Fe2+/กรัมนํ% าหนักแห้ง ซึ ง
แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติกบัเงือนไขอืน ๆ ทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.14)  
ผลจากการชักนาํด้วยกรดซาลิไซลิก มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ ทั%งความ
เข้มข้นทีใช้และระยะเวลาการเก็บข้อมูลหลังสิ%นสุดการชักนํา ต่อฤทธิ ต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิคและปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ การคดัเลือกความเขม้ขน้และจาํนวนวนั
หลงัการชกันาํทีเหมาะสมใชเ้กณฑก์ารให้คะแนนเหมือนกบัการชกันาํดว้ยไคโตซาน (ตารางผนวกที 3) 
พบว่า การชกันาํด้วยกรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ที 7 วนั หลงัการชกันาํ ทาํให ้      
ผลของการชกันาํค่าต่าง ๆ ในขา้งตน้ดีทีสุด สอดคลอ้งกบั Ali et al. (2007) ทีพบวา่ ค่าดงักล่าวสูงขึ%นใน 
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ภาพที  4.11  สารฟีนอลิค ของกวาวเครือขาวทีชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิก 
 
 
 
ภาพที  4.12 ปริมาณสารฟลาโวนอยดห์ลงัชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิก 
 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยกรดซาลไิซลกิ 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยกรดซาลไิซลกิ 
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ภาพที  4.13  ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ DPPH หลงัชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิก 
 
 
ภาพที  4.14 ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ FRAP หลงัชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิก 
 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยกรดซาลไิซลกิ 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยกรดซาลไิซลกิ 
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วนัที 7 และวนัที 9 ของการชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิกในโสมจีน เนืองจากกรดซาลิไซลิกไปกระตุน้การ
ทาํงานของเอนไซม์ PAL จึงเกิดการสังเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคชนิดต่าง ๆ รวมถึงฟลาโวนอยด์
เพือตอบสนองต่อสัญญานทีไดรั้บ (Rao et al., 2000)  
4.2.2.5  ผลต่อปัจจยัทีเกียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว ในตารางผนวก
ที 4 พบวา่กรดซาลิไซลิกไม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว เนืองจากผลการทดลองทีได้
ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม แมจ้ะมีรายงานวา่กรดซาลิไซลิกมีผลส่งเสริมการเจริญเติบโตในพืชอืน 
ๆ ก็ตาม เช่น การฉีดพ่นทีความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ ให้แก่ถัวเหลือง พบว่า ทาํให้ของนํ% าหนกัสด 
นํ% าหนกัแห้งของตน้และราก เส้นผ่าศูนยก์ลางลาํตน้ จาํนวนใบต่อตน้และปริมาณของคลอโรฟิลล์
เพิมขึ%นเมือเปรียบเทียบกบัการไม่ฉีดพ่นสารนี%  (Yildirim et al., 2008) กรดซาลิไซลิกมีผลต่อความ
ยาวรากและอาจเกียวขอ้งกบัการแบ่งตวัและการขยายตวัของเซลล์ หรือออกฤทธิ ในทางเสริมกนัสาร
ออกซิน (Kling and Meyer, 1983; Li and Li, 1995; Singh, 1993) การฉีดพ่นในถัวในแปลงทดลอง
พบว่าสามารถเพิม คลอโรฟิลล์ชนิดเอ และ ชนิดบี และแคโรทีนอยด์ (Türkyılmaz et al., 2005) 
Khan et al. (2003) พบวา่กรดซาลิไซลิกเพิมอตัราการสังเคราะห์แสงในถัวเหลืองและขา้วโพด Wang 
and Li (2006) พบว่าการฉีดพ่นกรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาห์/ลิตร ทีให้แก่ถัว
เหลือง ทาํให้อตัราการสังเคราะห์แสงสุทธิและค่า Fv / Fm (chlorophyll a fluorescence parameter) มี
ค่าสูงกวา่กลุ่มควบคุม จึงสรุปวา่กรดซาลิไซลิกเพิมอตัราการสังเคราะห์แสงได ้ Hirano et al. (2000) 
รายงานวา่กรดซาลิไซลิกมีผลในทางออ้มของการใชส้ารชกันาํต่อการเจริญเติบโตของพืช โดยทาํให้
พืชมีระบบการป้องกนัตวัจากสภาวะทีไม่เหมาะสม ทาํใหพ้ืชสร้างสารบางอยา่งขึ%นมาเพือป้องกนัตวั
ก่อนทีจะมีการเขา้ทาํลายของเชื%อโรคจริง ๆ จึงช่วยลดความเสียหายของผลผลิตลงไดเ้มือมีการเขา้
ทาํลายของเชื%อ ทาํใหก้ารเจริญเติบโตของพืชหรือผลผลิตดีขึ%น  
 
4.2.3  ผลของการชักนําด้วยคอปเปอร์คลอไรด์ 
การชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ 5 ความเขม้ขน้ (0 10 100 200 และ 300 มิลลิกรัม/
ลิตร) มีผลต่อ สารประกอบฟีนอลิค สารประกอบฟลาโวนอยดแ์ละฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระ ดงันี%   
4.2.3.1  ผลต่อสารประกอบฟีนอลิคของการเก็บขอ้มูลที 15 วนั หลงัชกันาํดว้ยความ
เขม้ขน้ 200 และ 300 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํใหมี้ปริมาณของสารประกอบฟีนอลิคในหวักวาวเครือขาวสูง
ทีสุดคือ 15.5 และ 15.4 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง ซึ งแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติกบัความ
เขม้ขน้อืนทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.15) 
4.2.3.2  สารประกอบฟลาโวนอยด์ของการเก็บขอ้มูลที 15 วนั หลงัชกันาํดว้ยความ
เขม้ขน้ที 100 200 และ 300 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้มีปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ในหวักวาวเครือขาว
สูงทีสุดคือ 2.98 และ 2.99 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง 1 กรัม ซึ งแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ
กบัความเขม้ขน้อืนทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.16)  
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ภาพที 4.15 สารฟีนอลิคหลงัชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ 
 
 
 
ภาพที 4.16 ปริมาณสารฟลาโวนอยดห์ลงัชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยคอปเปอร์คลอไรด์ 
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยคอปเปอร์คลอไรด์ 
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4.2.3.3  ผลต่อการยบัย ั%งสารอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ DPPH ของการเก็บขอ้มูล
ที 15 วนั หลงัชกันาํดว้ยความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํใหก้ารยบัย ั%งอนุมูลอิสระในหวักวาวเครือ
ขาวสูงทีสุดคือ 49.9 เปอร์เซ็นต ์ซึ งแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติกบักบัความเขม้ขน้อืนทีทาํการ
ทดลอง (ภาพที 4.17)  
4.2.3.4  ผลต่อการเป็นตวัรีดิวซ์สารอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวิธี FRAP ของการ
เก็บขอ้มูลที 15 วนั หลงัชกันาํดว้ยความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้สารสกดัสามารถรีดิวซ์สาร 
อนุมูลอิสระได้สูงทีสุด คือ 6.05 ไมโครโมลาห์ของ Fe2+/กรัมนํ% าหนักแห้ง ซึ งแตกต่างอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติกบัความเขม้ขน้อืนทีทาํการทดลอง (ภาพที 4.18) 
4.2.3.5  ผลต่อปัจจยัทีเกียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว ในตารางผนวก
ที 6 พบวา่ คอปเปอร์คลอไรดไ์ม่มีผลต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว เนืองจากผลการทดลองที
ได้ไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม อย่างไรก็ตาม กวาวเครือขาวมีแนวโน้มเจริญเติบโตเป็นปกติและ
เพิมขึ%นตามระยะเวลาทีทาํการทดลอง 
ผลทีเกิดจากการชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ ต่อการยบัย ั%งสารตา้นอนุมูลอิสระ การเป็นตวั
รีดิวซ์สารอนุมูลอิสระ สารประกอบฟีนอลิคและสารฟลาโวนอยดที์ อาจเกิดจากคอปเปอร์คลอไรด์มี
ทองแดงเป็นส่วนองคป์ระกอบ ทองแดงเป็นจุลธาตุอาหารทีจาํเป็นสําหรับพืช เป็นโคเอนไซม์ เป็น
ส่วนประกอบของโปรตีนหลายชนิดและมีส่วนร่วมในวิถีการสังเคราะห์สารทุติยภูมิชนิดต่าง ๆ การ
ทีปริมาณฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์เพิมขึ%นหลงัการชกันาํอาจเกิดจาก ทองแดงไปชกันาํให้เกิดสาร
อนุมูลอิสระทีเป็นอนุพนัธ์ของออกซิเจน (reactive oxygen species; ROS) (Schutzendubel and Polle, 
2002) เช่น superoxide anion (O2
--), singlet oxygen (1O2) และ hydrogen peroxide (H2O2) ให้สูงขึ%น 
อนุมูลอิสระเหล่านี% จะออกซิไดซ์สารชีวโมเลกุล ทาํให้เซลล์และดีเอนเอถูกทาํลาย (De Vos et al., 
1992) เพือป้องกนัผลกระทบของ ROS พืชจึงกระตุน้การทาํงานของเอนไซมห์ลกั ๆ ทีเกียวขอ้งกบั
การสร้างสารประกอบฟีนอลขึ% นเพือใช้ป้องกนัตวั เช่น phosphate dehydrogenase (G6PDH), 
shikimate dehydrogenase (SKDH), phenylalanine ammonia lyase (PAL) และ cinnamyl alcohol 
dehydrogenase (CAD) สอดคลอ้งกบั Hubert and Ragai (1997) ทีพบวา่การชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอ
ไรด์ในถัวลูปินสามารถเพิมปริมาณของฟลาโวนอยด์ได ้ การทีวนัที 15 หลงัชกันาํดว้ยความเขม้ขน้ 
200 และ 300 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้มีสารฟีนอลิคและสารฟลาโวนอยด์ทีสูงทีสุดและไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติกนั แสดงว่าการตอบสนองต่อปริมาณคอปเปอร์คลอไรด์ทีเพิมขึ%นนั%นเริมคงทีและน่าจะ
ลดลงเมือเพิมความเขม้ขน้ให้มากกวา่นี%  ประสาร ฉลาดคิด (2546) พบว่าการฉีดพ่นคอปเปอร์คลอ
ไรดค์วามเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํใหเ้กิดอาการใบไหมเ้ป็นจุดและปริมาณของจีนิสทีอินและดา
อิดซีอินซึงเป็นสารในกลุ่มฟลาโวนอยดล์ดลง การคดัเลือกความเขม้ขน้และจาํนวนวนัหลงัการชกันาํ
ทีเหมาะสมใชเ้กณฑก์ารให้คะแนนเหมือนกบักรณีชกันาํดว้ยไคโตซานและการชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิค  
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ภาพที 4.17 ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ DPPH หลงัชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ 
 
 
 
ภาพที 4.18 ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจสอบดว้ยวธีิ FRAP หลงัชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด์ 
จาํนวนวนัหลงัการชกันาํดว้ยคอปเปอร์คลอไรด ์
จาํนวนวนัหลงัการชักนําด้วยคอปเปอร์คลอไรด์ 
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ดงัแสดงในตารางผนวกที 5 ดงันั%นในการชกันาํครั% งนี% จึงเลือกความเขม้ขน้ที 200 มิลลิกรัม/ลิตร 
เนืองจากไดผ้ลการชกันาํทีดีเท่ากบัความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัม/ลิตร แต่จะลดความเสียงต่อการเป็น
พิษไดดี้กวา่  
ผลการวดัฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี DPPH radical scavenging assay สารตา้นอนุมูล
อิสระในสารสกดัจากรากสะสมอาหารของกวาวเครือขาวจะให้โปรตอน (H+) แก่สารอนุมูลอิสระ 
DPPH เมือไดรั้บโปรตอน DPPH จะเปลียนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ทาํให้การดูดกลืนแสงลดลง จึง
คาํนวณเป็นการยบัย ั%งสารอนุมูลอิสระเมือตรวจสอบตวัอย่างต่าง ๆ ทีความเขม้ข้นเดียวกนั และ
รายงานฤทธิ ต้านอนุมูลอิสระเป็นเปอร์เซ็นต์การยบัย ั%งสารอนุมูลอิสระได้ เช่น การทดลองของ 
Arokiyaraj et al. (2008) จึงตั%งสมมุติฐานว่า ถา้เปอร์เซ็นต์การยบัย ั%งสารอนุมูลอิสระแตกต่างกนั 
แสดงวา่ในสารสกดันั%นตอ้งมีชนิด หรือ ปริมาณ หรือทั%งสองอยา่ง แตกต่างกนัและความแตกต่างนั%น
น่าจะเกิดจากผลของสารชักนํา จึงทําให้คัดเลือกความเข้มข้นที เหมาะสมได้ จากการศึกษา
ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระทั%ง 2 วิธี การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลโดยรวม 
และปริมาณของฟลาโวนอยด์ ให้ผลการทดลองไปในทางเดียวกนัคือ ตวัอยา่งทีมีสารประกอบฟีนอ
ลิคสูงก็จะมีความสามารถในการจบัอนุมูลอิสระและเป็นตวัรีดิวซ์ทีดีดว้ย 
Prior et al. (1998) และ Wang and Lin (2000) กล่าวถึงการชกันาํดว้ยทรีตเมนตที์แตกต่างกนั
วา่ อาจมีผลไปกระตุน้ใหเ้กิดสารชนิดทีแตกต่างกนัไป จึงมีผลให้มีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระแตกต่างกนั
และ Fahrendorf et al. (1995) รายงานวา่เมือสารชกันาํเขา้สู่พืช ทาํให้พืชสร้างสารต่าง ๆ เพือใชใ้น
ระบบป้องกนัตวั โดยสร้างเอนไซม ์G6PDH ซึ งเป็นเอนไซมใ์น pentose phosphate pathway (PPP) 
และสร้างสารตั%งตน้ในกระบวนการสังเคราะห์สารประกอบฟีนอลิคขึ%น จนไดส้ารฟีนอลิคในกลุ่ม
ต่าง ๆ เพิมขึ%น  
มีแนวโนม้ว่าการชกันาํเกือบทุกความเขม้ขน้มีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระลดลงในวนัที 30 หลงั
สิ%นสุดการชักนาํ แสดงว่าสารชกันาํแต่ชนิดมีความเขม้ขน้และระยะเวลาทีเหมาะสมต่อการชกันาํ 
และจะลดอิทธิพลลงเมือผา่นจุดทีเหมาะสมนั%นไป ระยะเวลาเก็บขอ้มูลหลงัการชกันาํครั% งสุดทา้ย  (1 
7 15 และ 30 วนั) มีผลอยา่งชดัเจนต่อฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระ อาจเกิดจากผลของปัจจยัทีเกียวขอ้งใน
การดูดซึมและการเคลือนยา้ยสารภายในตน้พืช ดงันี%  (1) ชนิดและอายุของพืช ใบพืชทีอายุนอ้ยจะมี
อตัราการดูดซึมสารไดม้ากกวา่ใบแก่ เนืองจากการพฒันาของไขและคิวทิเคิลนั%นยงัไม่สมบูรณ์ จึงทาํ
ใหส้ารผา่นเขา้ไปไดง่้ายกวา่และส่วนทีจะดูดซึมสารไดดี้คือขนราก รากทีเริมแตกใหม่หรือมีอายุนอ้ย 
จะมีขนรากมากและดูดซึมสารไดดี้กวา่ (2) อุณหภูมิ เมือสูงขึ%นการดูดซึมสารจะมากขึ%น เพราะทาํให้
โมเลกุลของไขเกาะกนัอยา่งหลวม ทาํใหน้ํ%าผา่นไปไดง่้าย แต่ถา้อุณหภูมิสูงเกินไปจะทาํให ้
การดูดซึมสารลดลงเนืองจากปากใบปิด (3) ความชื%นสัมพทัธ์ สารชกันาํทีเป็นสารละลายนํ% า
เมือฉีดพน่ไปยงัใบพืช ส่วนของนํ%าจะระเหยสู่บรรยากาศ ถา้ความชื%นสัมพทัธ์ตํานํ% าจะไดเ้ร็ว เนื%อสาร
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จะแห้งติดอยู่บนใบ การดูดซึมจะเกิดขึ%นไดย้ากมาก ถา้ให้สารขณะความชื%นสัมพทัธ์สูง นํ% าอยู่ใน
สารละลายเมือฉีดพ่นไปยงัใบจะระเหยไดช้า้ จึงทาํให้ใบพืชดูดซึมสารไดดี้กวา่ (4) ปัจจยัอืน ๆ เช่น 
ความเขม้ขน้ของสารละลาย ค่า pH ของสารละลาย ความเขม้ขน้ของสารละลาย สารละลายทีมีความ
เขม้ขน้สูงขึ%นจะทาํใหก้ารดูดซึมสารไดม้ากขึ%น (Greene and Bukovac, 1977)   
 
4.2.4  ผลของสารชักนําต่อการมีอยู่ของจีนิสทอีินและพวิราริน  
เนืองจากตอ้งการใช้ผลทดลองนี% ไปใช้ในการศึกษาผลของการใช้สารชักนําทั%งสามชนิด
ร่วมกนัเพือชกันาํพิวรารินและจีนิสทีอินในการทดลองต่อไป จึงทดสอบการมีอยูข่องสารทั%งสองจาก
ทุกการทดลอง พบวา่ตาํแหน่งของจุดในสารสกดั และค่า retention mobility (Rf) ของแต่ละตวัอยา่ง
ตรงกบัจุดของสารมาตรฐานทั%งสองชนิด และพบวา่ ทุกทรีตเมนตร์วมทั%งกลุ่มควบคุมดว้ยมีการสร้าง
สารจีนิสทีอินและพิวรารินขึ%นเป็นปกติ เห็นไดจ้ากตาํแหน่งของสารจากแต่ละตวัอย่างทีปรากฏขึ%น
ในตาํแหน่งทีตรงกนักบัสารมาตรฐานทั%งสองชนิดเมือทดสอบดว้ยวิธี TLC ดงัแสดงใน ภาพที 4.19 
และ 4.20 แสดงวา่สารชกันาํไม่มีผลไปยบัย ั%งการสร้างพิวรารินและจีนิสทีอิน และอาจมีผลส่งเสริม
ใหเ้กิดการสร้างทีเพิมขึ%น สอดคลอ้งกบั Hubert and Ragai (1997) การชกันาํดว้ยไคโตซาน และคอป
เปอร์คลอไรด์ ในถัวลูปินสามารถเพิมปริมาณของจีนิสทีอินได้ประมาณ 6 ถึง 13 เท่า เมือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม Kneer et al. (1999) รายงานว่าสารไคโตซานและกรดซาลิไซลิก 
สามารถเพิมการสังเคราะห์สารไอโซฟลาโวนและจีนิสทีอินในรากถัวลูปินได้มากขึ% น ซึ งจะได้
ทดลองและหาปริมาณของสารทั%งสองทีเกิดจากการใชส้ารชกันาํร่วมกนัในการทดลองต่อไป 
 
 
                                                                  {-A-} {----- B ------} 
 
ภาพที 4.19 TLC โครมาโตแกรมของพิวรารินมาตรฐาน (A) และ puerarin ของสารสกดัจากหวั +
กวาวเครือขาว (B) ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต (UV) ทีความยาวคลืน 254 นาโนเมตร 
เฟสเคลือนทีทีใชคื้อ n-butanol : acetic acid : water (5 : 3 : 1 โดยปริมาตร)   
(Rf = 0.78) 
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                                                            {A} {------- B ---------} 
ภาพที 4.20 TLC โครมาโตแกรมของจีนิสทีอินมาตรฐาน (A) และจีนิสทีอินของสารสกดัจากหัว
กวาวเครือขาว (B) ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต (UV) ทีความยาวคลืน 366 นาโนเมตร 
เฟสเคลือนทีทีใชคื้อ n-butanol : acetic acid : water (5:3:1 โดยปริมาตร) 
 
4.3  พวิราริน   จีนิสทอีนิ   และฤทธิjต้านอนุมูลอสิระในกวาวเครือขาวทีถูกชักนําด้วยไคโตซาน   กรด
ซาลไิซลกิ และคอปเปอร์คลอไรด์ในสภาพแวดล้อมทีแตกต่างกนั 
4.3.1  ผลของสารชักนําต่อปริมาณพวิรารินและจีนิสทอีนิ 
 4.3.1.1  ผลต่อปริมาณพิวราริน พบว่าการชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2 ทาํให้กวาว 
เครือขาวมีปริมาณพิวรารินสูงทีสุดทั%งการทดลองใน growth chamber (423 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกั
แหง้) และในโรงเรือน (386 ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้) แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติเมือชกันาํ
ในแปลงทดลอง กวาวเครือขาวทีปลูกในแปลงทดลองมีแนวโนม้ของการสร้างพิวรารินสูงกว่าการ
ปลูกใน growth chamber หรือ ปลูกในโรงเรือน (ตารางที 4.9) พิวรารินทีขึ%นอาจเกิดจากสารชกันาํไป
กระตุ้นการทํางานของเอ็นไซม์  2  ชนิด ในกระบวนการไกลโคไลซิส คือ  fructose-1,6-
bisphosphatase จะเร่งปฏิกิริยาการเปลียน fructose-1,6-bisphosphate ไปเป็น fructose-6-phosphate 
และเอ็นไซม ์aldolase จะแยก fructose-1,6-bisphosphate ให้เป็น dihydroxyacetonephos-phate 
แ ล ะ  glyceroldehyde-3-phosphate ซึ  ง glyceroldehyde-3-phosphate จ ะ ถ ูก เ ป ลี ย น เ ป ็ น 
phophoenolpyruvate (PEP) เป็นสารตั%งตน้ในการสังเคราะห์ไอโซฟลาโวน (สมบุญ เตชภิญญาวฒัน์, 
2548) พิวรารินซึงเป็นสารกลุ่มไอโซฟลาโวนส์จึงเพิมขึ%น การชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2 อาจทาํให้
การทาํงานของเอ็นไซม์ทั%ง 2 ชนิดนี% ดีทีสุด การสังเคราะห์พิวรารินจึงเกิด ผลการทดลองใน 
growth chamber และในโรงเรือนให้ผลเหมือนกนัและไม่มีสารชกันาํทีทาํให้ปริมาณพิวรารินใน
หัวกวาวเครือขาวตํากว่ากลุ่มควบคุม แสดงว่าสารชักนําทั% งหมดไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เซลล์จึงยงั
(Rf = 0.41) 
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ตารางที 4.9 ผลของสารชกันาํต่อพิวรารินในกวาวเครือขาวทีปลูกในสภาพแวดลอ้มต่างกนั  
ทรีตเมนต ์
ปริมาณของพิวราริน (ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้) 
growth chamber  โรงเรือน  แปลงทดลอง  
Water (control) 132   a    277   a    355   
SA 292   c 299   abc 383 
CuCl2 311   cd 297   ab 341 
CuCl2+SA 201   ab 288   a 333 
Chitosan 257   bc 341   bcd 386 
Chitosan+SA 282   bc  344   cd 371 
Chitosan+CuCl2 423   e 386   d 4351 
Chitosan+CuCl2 + SA 384   de 365   c 413 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 1.59 1.70 1.91 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบั
ความเชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
 
กิจกรรมของเอนไซมต่์าง ๆ ไดป้กติ  ในแปลงทดลองไม่มีความแตกต่างกนัของพิวรารินอาจเกิดจาก
ปัจจยัทีควบคุมไม่ได ้เช่น รังสียวูี ลม หรือศตัรูพืช (Stafford, 1997; Olsson et al., 1998) มีผลในทาง
เสริมหรือลดบทบาทของสารชกันาํ หรือเกิดจากพิวรารินถูกสร้างเพือการป้องกนัตวัของพืชอยูแ่ลว้
จึงมีปริมาณสูงเมือมีปัจจยัทีควบคุมไม่ไดใ้นแปลงทดลองมากระตุน้อยา่งต่อเนือง เห็นไดจ้ากกลุ่ม
ควบคุมในแปลงทดลองมีปริมาณพิวรารินสูงกว่าในโรงเรือนและใน growth chamber การกระตุน้
ด้วยสารชักนําจึงไม่เพิมปริมาณของสารดังกล่าวขึ% นไปได้อีก ขีดจํากัดดังกล่าวอาจมีผลของ
พนัธุกรรมมาเกียวขอ้ง ในบางพนัธ์ุอาจมีขีดจาํกดัของการสร้างพิวรารินไดม้ากกวา่พนัธ์ุทีใชใ้นการ
ทดลองนี%ได ้ 
4.3.1.2  ผลต่อปริมาณจีนิสทีอินพบว่าการชักนําด้วย Chitosan+CuCl2 ทาํให้
กวาวเครือขาวมีปริมาณจีนิสทีอินสูงทีสุด (22.6 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง) อยา่งมีนยัสําคญัทาง
สถิติในการทดลองใน growth chamber และในโรงเรือน (22.4 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง) และใน
โรงเรือน การชักนําด้วย Chitosan และ Chitosan+CuCl2+SA ทําให้ปริมาณของพิวรารินสูงไม่
แตกต่างจากการใช้ Chitosan+CuCl2 การชกันาํในแปลงทดลองไม่ทาํให้ปริมาณจีนิสทีอินมีความ
แตกต่างทางสถิติ (ตารางที 4.10) จากการทดลองไคโตซาน คอปเปอร์คลอไรด์ และกรดซาลิไซลิกมี
ผลต่อการเพิมปริมาณจีนิสทีอินสอดคลอ้งกบั Hubert and Ragai (1997) ทีพบวา่การชกันาํดว้ยไคโต
ซาน และคอปเปอร์คลอไรด ์ในถัวลูปินเพิมปริมาณจีนิสทีอินได ้6 ถึง 13 เท่า เมือเปรียบเทียบกบั     
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ตารางที 4.10 ผลของสารชกันาํต่อจีนิสทีอินในกวาวเครือขาวทีปลูกในสภาพแวดลอ้มต่างกนั 
ทรีตเมนต ์
ปริมาณของจีนิสทีอิน (ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้) 
growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง  
Water (control)    6.2   a    12.2  b   11.4  
SA    5.2   a   8.6  a    9.3 
CuCl2  20.6   cd 19.8  c 14.2 
CuCl2+SA  10.3   ab 17.8  c 14.1 
Chitosan  10.4   ab 23.7  d 14.9 
Chitosan+SA    9.8   ab 20.7  cd 14.3  
Chitosan+CuCl2  22.6   d 22.4  d  19.0  
Chitosan+CuCl2 + SA  15.7   bc 22.7  d 16.5 
CV (เปอร์เซ็นต)์    2.47   3.56   3.48 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบั
ความเชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
 
กลุ่มควบคุม Kneer et al. (1999) พบวา่ไคโตซานความเขม้ขน้ 0.12 เปอร์เซ็นต ์ (w/v) ทีใชร่้วมกบั
การเลี%ยงเซลลร์ากถัวลูปิน เพิมจีนิสทีอินได ้108.0 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง และการใชก้รดซาลิ
ไซลิกความเขม้ขน้ 800 ไมโครโมลาห์ เพิมจีนิสทีอินได ้122.2 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง ขณะที
การให้นํ% ากลันมีปริมาณพิวราริน เท่ากบั 5.0 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้งเท่านั%น รูปแบบการชกันาํ 
Mithofer et al. (1996) รายงานวา่เมือไคโตซานถูกยอ่ยสลายจะปลดปล่อยสารโอลิโกแซกคาไรด์ซึ ง
สามารถไปจบักบั beta-glucan-binding protein ทีอยูใ่นบริเวณ plasmalemma ของรากพืช จึงทาํให้
พืชสร้างสารทุติยภูมิขึ%นมาตอบสนอง คอปเปอร์คลอไรด์อาจมีผลในทางส่งเสริมกนักบัไคโตซาน 
เห็นได้จากการใช้คอปเปอร์คลอไรด์อย่างเดียว เพิมจีนิสทีอินได้น้อยกว่าการใช้ร่วมกนักบัไคโตซาน มี
รายงานถึงอิทธิพลของธาตุทองแดงในคอปเปอร์คลอไรด์ต่อเพิมสารในกลุ่มจีนิสทีอินในสภาพ
แปลงทดลองของประสาร ฉลาดคิด (2546) วา่การฉีดพ่นสารละลายทองแดงทาํให้ปริมาณจีนิสทีอิน
ในหัวกวาวเครือขาวมากกว่ากลุ่มควบคุม ความเขม้ขน้ 300 มิลลิกรัม/ลิตร เพิมจีนิสทีอินไดสู้งสุด 
Hakamatsuka (1991) พบว่าคอปเปอร์คลอไรด์ 10 มิลลิโมลาห์ ทาํให้ถัว P. lobata มีจีนิสทีอิน
เพิมขึ%น 5-10 เท่า ความถีในการชกันาํเป็นปัจจยัทีมีผลต่อปริมาณจีนิสทีอิน Kneer et al. (1999) 
พบวา่การชกันาํดว้ยไคโตซานและกรดซาลิไซลิกเพียงครั% งเดียวทาํให้ปริมาณจีนิสทีอินเพิมขึ%นในวนั
แรกและจะค่อย ๆ ลดลง จึงตอ้งชกันาํแบบต่อเนืองเพือคงปริมาณสารไว ้
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4.3.2  ผลต่อปริมาณสารฟีนอลคิ  
สารประกอบฟีนอลิคเป็นสารทุติยภูมิทีสําคญัในพืช สังเคราะห์จากกรดอะมิโนฟีนิล 
อะลานินและไทโรซีนอนุพนัธ์ของสารประกอบฟีนอลิคทีพบในพืชไดแ้ก่ ฟลาโวนอยด์ แทนนิน 
ลิกนิน เป็นตน้ กวาวเครือขาวทีปลูกใน growth chamber และทีปลูกในโรงเรือนให้ผลสอดคลอ้งกนั 
เมือชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2+SA คือทาํให้มีปริมาณฟีนอลิคสูงทีสุด คือ 15.0 ไมโครกรัม/กรัม
นํ% าหนกัแห้ง แตกต่างจากในโรงเรือนและในแปลงทดลองทีพบว่า Chitosan+CuCl2 มีปริมาณของ
สารฟีนอลิคสูงทีสุดคือ 16.1 และ 16.6 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง ตามลาํดบั (ตารางที 4.11) จาก
การทดลองพบวา่ไคโตซานมีผลต่อการเพิมปริมาณฟีนอลิค Fahrendorf et al. (1995) รายงานวา่เมือ
สารชักนาํเขา้สู่พืช พืชอาจสร้างระบบป้องกนัตวัโดยสร้างเอนไซม์ G6PDH ซึ งเป็นเอนไซม์ใน 
pentose phosphate pathway (PPP) และจะสร้างสารตั%งตน้ทีใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์สารประ 
กอบฟีนอลิคขึ%น และไคโตซานอาจจะไปเพิมกิจกรรมของเอนไซม์ต่าง ๆ ทีควบคุมการสังเคราะห์
สารไอโซฟลาโวนอยด์ โดยกระตุน้กิจกรรมของ phenylalanine ammonia-lysase (PAL) (Inui et al., 
1997) สอดคลอ้งกบั Khan et al. (2002) ทีพบวา่การฉีดพ่นไคโตซานในของถัวเหลืองสามารถเพิม
กิจกรรมของเอนไซม ์PAL และ tyrosine ammonia-lysase (TAL) ให้สูงขึ%นไดจึ้งส่งผลให้มีปริมาณ
ของสารประกอบฟีนอลิคในใบของถัวเหลืองเพิมขึ%น  
 
ตารางที 4.11 สารฟีนอลิคในหวักวาวเครือขาวหลงัการชกันาํในสภาพการปลูกทีแตกต่างกนั 
ทรีตเมนต ์
ปริมาณของสารฟีนอลิค (ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้) 
growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง  
Water (control) 11.7    b   9.8    a 12.4 
SA   9.3    a 12.0    b 13.2 
CuCl2 13.1    b 11.3    b 13.2 
CuCl2+SA 13.0    b 14.8    cd 12.6 
Chitosan 11.6    b 12.0    b 12.1 
Chitosan+SA 13.0    b 11.0    ab 12.8 
Chitosan+CuCl2 12.5    b 16.1    d 16.6 
Chitosan+CuCl2 + SA 15.0    c 14.0    c 16.0 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 5.81 7.13 13.92 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบั
ความเชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
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4.3.3  ผลต่อปริมาณฟลาโวนอยด์  
สารประกอบฟลาโวนอยดเ์ป็นสารกลุ่มหนึงของสารประกอบฟีนอลิค ตวัอยา่งสารใน
กลุ่มฟลาโวนอยด์ ไดแ้ก่ แอนโทไซยานิน และไอโซฟลาโวนอยด์ เป็นตน้ จากการทดลอง พบว่า
กวาวเครือทีปลูกใน growth chamber และทีปลูกในโรงเรือนให้ผลทีไม่สอดคลอ้งกนัการชกันาํดว้ย 
Chitosan+CuCl2+SA ทาํให้หวักวาวเครือขาวทีปลูกใน growth chamber มีปริมาณฟลาโวนอยด์สูง
ทีสุดอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ คือ 3.09 ไมโครกรัม/กรัมนํ% าหนกัแห้ง แต่การปลูกในโรงเรือนพบว่า
การชักนําด้วย Chitosan+SA มีปริมาณฟลาโวนอยด์สูงทีสุดอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ คือ 2.50 
ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้ ตามลาํดบั แต่ในแปลงทดลองไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติของสารฟ
ลาโวนอยด ์(ตารางที 4.12) แสดงใหเ้ห็นวา่ไคโตซาน คอปเปอร์คลอไรด์ และกรดซาลิไซลิกมีผลต่อ
ปริมาณของฟลาโวนอยด์ สอดคลอ้งกบั Hubert and Ragai (1997) ทีพบวา่ การชกันาํดว้ยไคโตซาน 
และคอปเปอร์คลอไรด์ ในถัวลูปินเพิมปริมาณของฟลาโวนอยด์ให้สูงกว่ากลุ่มควบคุมไดอ้ย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ เนืองจากฟลาโวนอยด์เป็นสารในกลุ่มฟีนอลิคกลไกของการชกันาํน่าจะคลา้ยกนั 
คือไปเพิมกิจกรรมของเอนไซม ์PAL แลว้ทาํใหเ้กิดการกระบวนการเปลียนแปลงอยา่งต่อเนืองจนได้
สารประกอบ ฟลาโวนอยด์ชนิดต่าง ๆ (Inui et al., 1997) ส่วนผลทีเกิดจากกรดซาลิไซลิก Ali et al. 
(2007) พบว่า กรดซาลิไซลิกเป็นสัญญาณกระตุ้นการทาํงานของเอนไซม์ในกระบวนการ
สังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ Andrew et al. (1994) พบวา่การฉีดพ่นคอปเปอร์คลอไรด์ทาํให้ถัวอลัฟาฟา 
(M. sativa L.) สร้างสารไอโซฟลาโวนอยดเ์พิมขึ%น เพราะคอปเปอร์คลอไรด์ซึ งมีธาตุทองแดงซึ งเป็น
จุลธาตุอาหารพืช เป็นโคเอนไซม์ทีมีส่วนร่วมในการสังเคราะห์ฟลาโวนอยด์ได ้แต่ทองแดงทีมาก
เกินความตอ้งการของพืชอาจชักนาํให้เกิดสารอนุมูลอิสระทีเป็นอนุพนัธ์ของออกซิเจน (reactive 
oxygen species; ROS) (Schutzendubel and Polle, 2002) เช่น superoxide anion (O2
-), singlet oxygen 
(1O2) และ hydrogen peroxide (H2O2) ใหสู้งขึ%น อนุมูลอิสระเหล่านี% จะออกซิไดซ์สารชีวโมเลกุลภายใน
เซลลแ์ละยงัทาํลายดีเอนเอ (De Vos et al., 1992) ROS จะกระตุน้การทาํงานของเอนไซมที์เกียวขอ้ง
กับการสร้างสารประกอบฟลาโวนอยด์เพือใช้ป้องกันตัวเอง เช่น phosphate dehydrogenase 
(G6PDH), shikimate dehydrogenase (SKDH), phenylalanine ammonia lyase (PAL) และ cinnamyl 
alcohol dehydrogenase (CAD) จึงทาํใหป้ริมาณของฟลาโวนอยดเ์พิมขึ%น  
 4.3.4  ผลต่อฤทธิjต้านอนุมูลอสิระ 
สารตา้นอนุมูลอิสระเป็นสารทีสามารถจบัอิเล็กตรอนโดดเดียวของอนุมูลอิสระ ทาํ
ให้ไม่สามารถก่อให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัได ้(Gutteridge and Halliwell, 1994) ในการตรวจสอบ
ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระอาศยัวิธีการตรวจ 2 แนวทาง แนวทางที 1 คือ การวดัความสามารถในการจบั
สารอนุมูลอิสระ (scavenging method) ซึ งใชว้ิธี DPPH assay เป็นวิธีทดสอบ และแนวทางที 2 คือ 
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การวดัความสามารถในการเป็นตวัรีดิวซ์สารตา้นอนุมูลอิสระ (reducing method) ซึ งใช้วิธี FRAP 
เป็นวธีิทดสอบ   
 
ตารางที  4.12  ปริมาณฟลาโวนอยดใ์นหวักวาวเครือขาวหลงัถูกชกันาํในสภาพการปลูกแตกต่างกนั 
ทรีตเมนต ์
ปริมาณของสารฟลาโวนอยด์ (ไมโครกรัม/กรัมนํ%าหนกัแห้ง) 
growth chamber  โรงเรือน แปลงทดลอง  
Water (control) 1.87    a  2.19    bc  2.80 
SA 2.38    bc 1.65    a 2.46 
CuCl2 2.23    b 2.27    bc 2.92 
CuCl2+SA 2.91    d 2.12    bc 3.73 
Chitosan 2.34    bc 1.94    ab 3.77 
Chitosan+SA 2.57    c     2.50    c 3.07 
Chitosan+CuCl2 2.14    ab 2.09    bc 3.06 
Chitosan+CuCl2 + SA 3.09    d 2.16    bc 2.73 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 6.85 9.81 19.2 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบั
ความเชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
 
4.3.4.1  DPPH assay พบวา่การชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2+SA ทาํให้กวาวเครือขาว
มีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงทีสุดจากการทดลองใน growth chamber ในโรงเรือน และในแปลงทดลอง
โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 2,482 1,049 และ 1,025 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กวาวเครือขาวทีปลูกในโรงเรือน 
และในแปลงทดลอง มีแนวโนม้ของการมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงขึ%นเมือปรียบเทียบกบัการปลูกใน 
growth chamber (ตารางที 4.13) 
4.3.4.2  FRAP  กวาวเครือขาวทีปลูกใน growth chamber ปลูกในโรงเรือนและใน
แปลงทดลองไดผ้ลสอดคลอ้งกนั เมือชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2+SA ทาํให้กวาวเครือขาวมีฤทธิ
ตา้นอนุมูลอิสระสูงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ คือ FRAP value = 4.55 4.73 และ 6.69 ไมโครโมล ของ 
Fe2+/กรัมนํ%าหนกัแหง้ ตามลาํดบั (ตารางที 4.14)  
การชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2+SA สามารถเพิมฤทธ์ตา้นอนุมูลอิสระไดสู้งทีสุดทั%งจากการ
ตรวจวดัดว้ย DPPH และ FRAP สอดคลอ้งกบัการทดลองขา้งตน้ทีพบวา่ทรีตเมนตด์งักล่าวสามารถ
ชกันาํสารฟีนอลิค และสารฟลาโวนอยด์ ให้สูงทีสุดได ้เช่นกนั แสดงวา่สารทั%งสองกลุ่มเป็นสารทีมี
ผลต่อฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระในหวักวาวเครือขาวดว้ย สอดคลอ้งกบั Ding et al. (2002) ทีรายงานวา่                           
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ตารางที  4.13 ค่า IC50 ของกวาวเครือขาวหลงัการชกันาํในสภาพการปลูกทีแตกต่างกนั  
ทรีตเมนต ์
IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง  
Water (control) 3,042    h  1,889   a  1,167   a    
SA 2,563    b  1,600   b 1,480   abc 
CuCl2 2,900    f 1,810   a 1,746   c 
CuCl2+SA 2,612   d 1,630   b 1,635   bc 
Chitosan 2,915   g 1,820   a 1,218   ab 
Chitosan+SA 2,596   c 1,621   b 1,629   bc 
Chitosan+CuCl2 2,893   e 1,183   c 1,187   a 
Chitosan+CuCl2 + SA 2,482   a 1,049   c 1,025   a 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 2.57 2.32 14.2 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบั
ความเชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
 
ตารางที 4.14 FRAP value ของกวาวเครือขาวหลงัการชกันาํในสภาพการปลูกทีแตกต่างกนั 
ทรีตเมนต ์
FRAP value  (ไมโครโมลของ  Fe2+/สารสกดั 1 กรัม) 
growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง  
Water (control) 24.7    b 30.4    a  42.9   a 
SA 37.3    c 32.2    ab 44.9   a 
CuCl2 18.5    a  28.6    a 40.4   a 
CuCl2+SA 20.6    a 29.2    a 40.5   a 
Chitosan 28.1    b 29.3    a 41.3   a 
Chitosan+SA 18.0    a 29.9    a 41.9   a 
Chitosan+CuCl2 38.7    c 40.3    bc 57.3   ab 
Chitosan+CuCl2 + SA 45.5   d 47.3    c 66.9   b 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 7.22 12.31 17.26 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบั
ความเชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
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ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระมีสหสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัปริมาณของฟีนอลิค และปริมาณของ ฟลาโวนอยด ์
ปวณีา ข่วงทิพย ์(2546) และ นวลศรี รักอริยะธรรมและอญัชนา เจนวถีิสุข (2545) รายงานวา่สารตา้น
อนุมูลอิสระในพืชทีสําคญัได้แก่ สารประกอบฟีนอลิค และฟลาโวนอยด์ ดังนั%นการพบว่า 
Chitosan+CuCl2+SA สามารถชกันาํให้มีสารประกอบฟีนอลิคและสารประกอบฟลาโวนอยด์สูงขึ%น
จากการทดลองในขา้งตน้ จึงทาํให้ฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระทีตรวจวดัด้วยทั%งสองเพิมขึ%นในทิศทาง
เดียวกนั 
Wang and Lin (2000) กบั Prior et al. (1998) รายงานวา่สารชกันาํทีต่างกนัมีผลกระตุน้ให้
เกิดสารชนิดทีแตกต่างกนั ทาํให้พืชทีถูกชกันาํมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระต่างกนั Cherdshewasart et al. 
(2008) พบว่า พิวรารินมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงไม่แตกต่างจาก œ-tocopherol ซึ งใช้เป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระมาตรฐาน จากการทดลองพบว่า Chitosan+CuCl2 ทีสามารถชักนาํให้กวาวเครือขาว
สร้างพิวรารินสูงทีสุด แต่ยงัชกันาํฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระในหัวกวาวเครือขาวไดน้้อยกว่าการชกันาํ
ดว้ย Chitosan+CuCl2+SA แสดงวา่พิวรารินไม่ใช่สารชนิดเดียวทีมีผลต่อฤทธ์ตา้นอนุมูลอิสระในหวั
กวาวเครือขาว การเพิมกรดซาลิไซลิกเขา้ไปอาจจะมีผลในทางส่งเสริมให้มีการสร้างสารตา้นอนุมูล
อิสระชนิดใหม่ ๆ ขึ%นมาไดอี้ก สอดคลอ้งกบัการพบวา่มี peak intensity ของสารอืน ๆ ทีปรากฏใน
โครมาโตแกรมร่วมกบัพิวรารินและจีนิสทีอิน พบวา่การเปลียนแปลงของ peak intensity ของสารใน
ตาํแหน่ง retention time ในนาทีที 13.2 18.3 และนาทีที 20.1 การชกันาํดว้ยทรีตเมนตต่์าง ๆ พบวา่ 
ratio of peak intensity ทีตาํแหน่ง 13.2 มีการเปลียนแปลงมากกวา่ตาํแหน่ง 18.3 และ 20.1 และพบวา่
การชกันาํดว้ย Chitosan+CuCl2+SA มีค่าสัดส่วนของ ratio of peak intensity ทีตาํแหน่ง 13.2 สูงทีสุด 
สอดคลอ้งกบัการชกันาํให้กวาวเครือขาวมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงทีสุดดว้ย ดงันั%นสารในตาํแหน่ง
ดงักล่าวอาจเป็นสารทีมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงทีไดจ้ากการชกันาํ พบวา่มีอตัราส่วนสูงกวา่ทีพบใน
สารชกันาํทุกทรีตเมนต ์(ตารางผนวกที 7) สอดคลอ้งกบัการมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงทีสุดทั%งจาก
การตรวจวดัดว้ยวิธี DPPH และวิธี FRAP ดงันั%นสารในตาํแหน่งดงักล่าวอาจเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระทีดี ผลทีไม่สอดคลอ้งในทรีตเมนต ์Chitosan อาจเกิดจากค่าในแปลงทีสูงเนืองจากเป็นการหา
ค่าเฉลียจากทั%งสามสภาพการทดลอง ควรศึกษาถึงชนิดและความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
ต่อไป ส่วนสารในตาํแหน่งที 18.3 และ 20.1 มีการเปลียนแปลงของ ratio of peak intensity นอ้ยอาจ
ไม่มีผลจากทรีตเมนตที์ใชช้กันาํ  
4.3.5  ผลของสารชักนําต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว  
ผลของสารชักนาํต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาวทั%งสามสภาพแวดลอ้มควร
ให้ผลทีสอดคล้องกัน เช่น มีการเพิมขึ% นหรือลดลงของตวัแปรทีเกียวข้องกับการเจริญเติบโตที
เหมือนกนัเมือชกันาํดว้ยทรีตเมนตเ์ดียวกนั ผลทีไม่สอดคลอ้งกนัอาจหมายถึงมีอิทธิพลของปัจจยัอืน
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มาเกียวขอ้ง แลว้มีผลมากกวา่สารชกันาํ หรือ สารชกันาํบางทรีตเมนตอ์าจไดรั้บอิทธิพลจากปัจจยัอืน
แลว้มีผลส่งเสริมหรือลดบทบาทของสารชกันาํ ผลการทดลองสามารถบอกถึงอิทธิของสารชกันาํ
เมือใชใ้นสภาพแวดลอ้มทีแตกต่างกนั โดยเฉพาะการผลการทดลองในแปลงปลูกจะช่วยยืนยนัถึงผล
ของสารชกันาํวา่สามารถแนะนาํใหเ้กษตรกรใชไ้ดห้รือไม่  
4.3.5.1  ผลของสารชักนําต่อนํ% าหนักสด/นํ% าหนักแห้งของหัวกวาวเครือขาวไม่
แตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ทั%งในการชกันาํใน growth chamber และในโรงเรือน แต่พบ
ความแตกต่างของการชักนาํในแปลงทดลอง โดยพบว่าทรีตเมนต์ทีมีไคโตซานร่วมด้วยทุกทรีต
เมนต์จะมีอตัราส่วนของนํ% าหนกัสด/นํ% าหนกัแห้งสูง (ตารางที 4.15) สอดคลอ้งกบัการทดลองของ 
Boonlertnirun et al. (2008) ทีใชเ้มล็ดขา้วคลุกกบัสารละลายไคโตซานความเขม้ 80 มิลลิกรัม/ลิตร 
ตามดว้ยการราดลงดินอีก 4 ครั% ง ในหนึ งฤดูการเพาะปลูกพบว่าสามารถเพิมการเจริญเติบโตและ
ผลผลิตได้อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ แสดงว่าไคโตซานมีส่วนช่วยให้กวาวเครือขาวเจริญเติบโตดี 
ซชึ งอาจจะเกิดจากไคโตซานในดินเป็นแหล่งของคาร์บอนสําหรับจุลินทรียใ์นดิน เมือจุลินทรียใ์น
ดินเจริญเติบโตดีก็จะช่วยเปลียนสารอินทรียใ์หเ้ป็นสารอนินทรียใ์ห้อยูใ่นรูปทีรากพืชสามารถดูดซึม
ไปไชป้ระโยชน์ไดดี้ขึ%น จะเห็นไดจ้ากการทดลองใส่ไคโตซานในดินโดยทีไม่ใส่ปุ๋ยเคมี ทาํให้มีการ
เพิมของจุลินทรียใ์นดินไดม้ากขึ%นและทาํให้การเจริญเติบโตของพืชดีขึ%นดว้ย (Bolto et al., 2004; 
Somashekar and Richard, 1996) ในแปลงทดลองมีความแตกต่างของการเจริญเติบโตของตน้ทีไม่
ต่างกนัมาก แต่ในส่วนทีอยู่ไตดิ้นมีความแตกต่างกนัอย่างเห็นได้ชัด เช่นขนาดของหัว ทีต่างกัน 
นอกจากไคโตซานแลว้ จึงน่าจะมีอิทธิพลของดิน และจุลินทรียใ์นดิน ต่อการเจริญเติบโตดว้ย 
 
ตารางที  4.15 ผลของสารชกันาํต่อนํ%าหนกัสด/นํ%าหนกัแห้งของกวาวเครือขาว   
ทรีตเมนต ์ growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง 
Water (control) 10.6 : 1 16.8 : 1 25.5 : 1    a 
SA 12.2 : 1 18.1 : 1 30.3 : 1    bc 
CuCl2 10.4 : 1 13.8 : 1 23.5 : 1    a 
CuCl2+SA 12.4 : 1 18.2 : 1  27.1 : 1    ab 
Chitosan 12.7 : 1 18.6 : 1 32.2 : 1    c 
Chitosan+SA 13.7 : 1 19.1 : 1 32.7 : 1   c 
Chitosan+CuCl2 11.1 : 1 17.8 : 1 30.5 : 1    bc 
Chitosan+CuCl2 + SA 12.1 : 1 18.5 : 1 32.3 : 1    c 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 6.95 : 1 14.6 : 1    19.8 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบัความ
เชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวิธี DMRT 
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4.3.5.2  ผลต่อปริมาณสารสกัดหยาบ สารสกัดหยาบเป็นเหมือนผลผลิตของพืช
สมุนไพร มีสมุนไพรหลายชนิดรวมถึงกวาวเครือขาว ทีซื%อขายในรูปของสารสกดัหยาบแทนการใช้
ตวัอย่างแห้ง เนืองจากจะช่วยลดขั%นตอนในกระบวนการผลิต การขนส่งและการเก็บรักษา ผลที
แตกต่างกนัอาจเกิดจากสารชกันาํนอ้ยกวา่เกิดจากปัจจยัอืน ๆ เนืองจากไม่พบความแตกต่างของการ
ชกันาํใน growth chamber แต่พบความแตกต่างทางสถิติของหวัทีปลูกในโรงเรือนและในแปลงปลูก 
(ตารางที 4.16) น่าจะเกิดจากอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มอืน ๆ มาเกียวขอ้งดว้ย ทรีตเมนตส่์วนใหญ่
แสดงผลทีสอดคลอ้งกนัเมือเปลียนสภาพแวดลอ้ม เช่น การชกันาํดว้ยไคโตซานให้ค่าทีสูงกวา่การ
ชกันาํดว้ยทรีตเมนตอื์น ๆ อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติของทั%งสองสภาพแวดลอ้ม แสดงวา่มีปัจจยัของ
สภาพแวดลอ้มมีผลในทางเสริมการชกันาํดว้ยไคโตซาน ไม่เคยมีรายงานทีแสดงวา่ไคโตซานมีความ
เกียวขอ้งกบัปริมาณสารสกดัหยาบในพืช แต่มีรายงานวา่สามารถเพิมอตัราการสังเคราะห์แสงในพืช
ได ้(Khan et al., 2002) จึงน่าจะมีผลทางออ้มต่อสารสกดัหยาบ เนืองจากการสังเคราะห์จะสร้างสาร
ปฐมภูมิ เช่น สารไขมัน โปรตีน หรือแป้ง ในพืช สารเหล่าเปลี ยนเป็นสารทุติยภูมิอย่าง
สารประกอบฟีนอลิค สารฟลาโวนอยด์ การพบปริมาณสารสกดัหยาบทีสูงกวา่อาจคาดหวงัไดว้า่จะ
มีสารทุติยภูมิชนิดดงักล่าวมากขึ%นได ้
 
ตารางที 4.16 ผลของสารชกันาํต่อสารสกดัหยาบ (มิลลิกรัม/กรัมนํ%าหนกัแหง้) 
ทรีตเมนต ์ growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง 
Water (control) 32.8 42.0    bcd 79.8    cd 
SA 29.4 34.1    ab 53.7    a 
CuCl2 31.1 32.0    a 64.7    b 
CuCl2+SA 31.9 42.6    bcd 71.7    bc 
Chitosan 35.3 49.7    d 84.2    d 
Chitosan+SA 31.5 42.3    bcd 70.2    bc 
Chitosan+CuCl2 33.6 47.7    cd 79.7    cd 
Chitosan+CuCl2 + SA 30.4 38.6    abc 72.1    bc 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 7.11 10.0 17.1 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบัความ
เชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวิธี DMRT 
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4.3.5.3  ผลต่ออตัราการสังเคราะห์แสงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติของ
ตน้ทีปลูกใน ในแปลงทดลอง (ตารางที 4.17) โดยการชกันาํดว้ย CuCl2+SA และ chitosan+SA ทาํให้
การสังเคราะห์แสงสูงทีสุด ขณะทีการชักนาํด้วย ไคโตซาน หรือ คอปเปอร์คลอไรด์ อย่างเดียวมี
อตัราการสังเคราะห์แสงตํา โดยเฉพาะการใช ้กรดซาลิไซลิก มีอตัราการสังเคราะห์แสงตําสุด แต่การ
ใชร่้วมไคโตซาน หรือ คอปเปอร์คลอไรด ์นั%นจะมีผลส่งเสริมใหเ้กิดการสังเคราะห์แสงสูงขึ%น ขณะที
การใชส้ารทั%งสามชนิดทาํให้อตัราการสังเคราะห์แสงสูงกวา่การใชส้ารชกันาํแต่ละตวัเพียงเล็กนอ้ย 
ผลทีไดอ้าจถึงสารชกันาํทีใชร่้วมกนัเพิมการสังเคราะห์แสงไดดี้ขึ%น Khan et al. (2003) พบวา่ไคโต
ซานและกรดซาลิไซลิกเพิมอตัราการสังเคราะห์แสงในถัวเหลือง  Wang and Li (2006) พบวา่การฉีด
พน่กรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาห์/ลิตร ทีให้แก่ถัวเหลือง ทาํให้อตัราการสังเคราะห์
แสงสุทธิ และค่า Fv/Fm (chlorophyll a fluorescence parameter) มีค่าสูงกวา่กลุ่มควบคุม กลไกการชกั
นาํยงัไม่เคยมีผูศึ้กษามาก่อน เนืองจากการทดลองในโรงเรือน และ growth chamber ได้ผลทีไม่
แตกต่างทางสถิติ จึงไม่สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในแปลงปลูก ผลจากแปลงทดลองอาจเกิดจาก
อิทธิพลของปัจจยัอืนได ้สมบุญ เตชภิญญาวฒัน์ (2538) ปัจจยัทีมีผลต่อการสังเคราะห์แสงเช่น  1) 
ความเขม้ของแสง 2) อุณหภูมิ 3)  อายุของใบ 4) ปริมาณนํ% าทีพืชไดรั้บ และ 5) ธาตุอาหาร แต่จาก
การทดลองในแปลง ปัจจยัทีควบคุมไม่ไดแ้ละน่าจะมีผลมากทีสุดคือ 1)ความเขม้แสงซึ งในแปลงมี
สูงกว่าในโรงเรือนทีมีหลงัคาพลาสติกคลุมและใน growth chamber ถา้ความเขม้แสงมากจะเพิม
อตัราการตรึงคาร์บอนไดออกไซดสุ์ทธิใหสู้งขึ%นจึงมีผลต่อการสังเคราะห์แสง  2) อุณหภูมิ มีอิทธิพล
ต่อการทาํงานของเอนไซมต่์าง ๆ  ถา้อุณหภูมิเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซมจ์ะทาํให้พืชมีอตัรา
การสังเคราะห์ดว้ยแสงสูงขึ%น 3) อายขุองใบ ในพืชทีอ่อนหรือแก่เกินไปจะสังเคราะห์ดว้ยแสงตํากวา่
ใบพืชทีเจริญเติบโตเต็มทีเพราะว่าใบทีอ่อนเกินไปการพฒันาของคลอโรพลาสต์ยงัไม่เจริญเต็มที
ส่วนใบทีแก่เกินไปจะมีการสลายตวัของกรานุมและคลอโรฟิลล์ 4) ธาตุอาหาร ธาตุแมกนีเซียมและ
ไนโตรเจนเป็นธาตุสําคญัในองคป์ระกอบของคลอโรฟิลล์ ธาตุเหล็กจาํเป็นต่อการสร้างคลอโรฟิลล์
และเป็นองค์ประกอบของไซโทโครมซึ งเป็นตวัถ่ายอิเล็กตรอนส่วนธาตุแมงกานีส และคลอรีน
จาํเป็นต่อกระบวนการแตกตวัของนํ% าในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดว้ยแสง การขาดธาตุอาหารเหล่านี%
ทาํให้อตัราการสังเคราะห์ดว้ยแสงลดลง ในแปลงทดลองจะมีความแปรปรวนของชนิดและปริมาณ
มากกวา่จึงอาจส่งผลใหเ้กิดความแตกต่างได ้
 
 
 
 
 
  
81
ตารางที  4.17  ผลของสารชกันาํต่อการสังเคราะห์แสง (มิลลิโมลาร์/ตารางเซนติเมตรวนิาที) 
ทรีตเมนต ์ growth chamber โรงเรือน แปลงทดลอง 
Water (control) 20.2      22.2 23.9    b 
SA 20.5    20.2 20.0    a 
CuCl2 21.1      20.2 21.1    ab 
CuCl2+SA 19.0    23.0 26.6    c 
Chitosan 22.1     20.0 23.5    b 
Chitosan+SA 23.6     23.1 26.5    c 
Chitosan+CuCl2 21.9    23.2 20.5    a 
Chitosan+CuCl2 + SA 21.7     21.5 21.5  ab 
CV (เปอร์เซ็นต)์ 5.89 7.81 6.22 
หมายเหตุ   ค่าเฉลียทีถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติทีระดบัความ
เชือมัน 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวิธี DMRT 
 
4.4  การทดลองที 4 สารสกดักวาวเครือขาวกบัการลดระดับนํqาตาลในเลอืดและผลกระทบต่อเนืqอเยือ
ตับอ่อนและตับของหนูแรททีเป็นเบาหวาน 
การหาระดบักลูโคสในเลือดของหนูแรทพนัธ์ุ วิสตาร์ พบวา่มีระดบักลูโคสปกติในเลือดอยู่
ในช่วง 63.33±7.64 ถึง 71.33±11.02 มิลลิกรัม/เดซิลิตร (ตารางผนวกที 8) ซึ งผลทีไดใ้กลเ้คียงกบัการ
ทดลองของ ณัฐธญั แสนบวัผนั (2548)  พบวา่หนูแรทพนัธ์ุวิสตาร์ ขนาดนํ% าหนกัตวั 200-250 กรัมมี
ระดบักลูโคสปกติในเลือดอยูใ่นช่วง 64.05-75.80 มิลลิกรัม/เดซิลิตร ส่วนหนูแรทพนัธ์ุ Spraque-
Dawley ขนาดนํ%าหนกัตวั 250-300 กรัมมีระดบักลูโคสในเลือด 70.50±4.81 ถึง 85.00±3.11  
 
4.4.1  ฤทธิjลดระดับนํqาตาลในเลอืดของสารสกดักวาวเครือขาวในหนูแรททีมีภาวะกลูโคสใน
เลอืดสูงเฉียบพลนัโดยการทาํ oral glucose tolerance test (OGTT) 
 4.4.1.1  หนูปกติ ผลของสารกลุ่มต่าง ๆ ต่อระดบันํ%าตาลในเลือดของหนูปกติ โดยการ
ทาํ OGTT นั%น พบวา่กลยัเบนคลาไมดซึ์ งเป็นยาเม็ดลดนํ% าตาลในเลือดกลุ่ม sulfonylureas ทีออกฤทธิ
ต่อเซลลบี์ตาในตบัอ่อน โดยกระตุน้การหลังอินซูลินและยบัย ั%งการหลังกลูคากอน (Luzi and Pozza, 
1997) ทีใช้เป็นยามาตรฐาน (positive control) นั%น สามารถลดระดบันํ% าตาลในเลือดไดอ้ย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติตั%งแต่นาทีที 120 นาที จนถึง 240 นาทีหลงัรับยาเขา้ไป สําหรับกลุ่มทีไดรั้บสาร
สกดักวาวเครือขาวทีความเขม้ขน้ 100 และ 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั นั%นไม่สามารถลด
ระดบันํ% าตาลในเลือดไดอ้ยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (ตารางที 4.18 และตารางผนวกที 9) แมว้า่ทีสารที
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ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั ที 120 นาที จะลดระดบันํ% าตาลไดม้ากกว่ากลุ่ม
ควบคุมถึง 11.23 เปอร์เซ็นต ์   ก็ตาม (ตารางที 4.19) ผลทีไดไ้ม่สอดคลอ้งกบัการทดสอบฤทธิ ของ
สารสกดัจากพืชบางชนิด ซึ งมีวิธีการทดสอบคลา้ยกนั เช่น Mukherjee et al. (1972) พบวา่ สารสกดั
ใบตาํลึง (Coccinia indica) ขนาด 1 กรัม/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั สามารถตา้นการเพิมระดบักลูโคสใน
เลือดของหนูปกติไดร้้อยละ 25 และ Bailey et al. (1985) พบวา่ สารสกดัเนื%อมะระ (Momordica 
charantia) มีฤทธิ ทนกลูโคสของหนูเมาส์ในชัวโมงที 8 หลงัไดรั้บสารสกดั ซึ งแสดงวา่สารสกดัจาก
พืชหลายชนิดสามารถลดระดับกลูโคสในเลือดเมือถูกชักนําให้เกิดภาวะกลูโคสในเลือดสูง
เฉียบพลนัในหนูปกติได ้แต่ไม่พบผลดงักล่าวในการใชส้ารสกดักวาวเครือขาว  
ตารางที  4.18 ระดบันํ%าตาลในเลือดของหนูแรทปกติทีไดรั้บสารกลุ่มต่าง ๆ ในภาวะการมีกลูโคสใน 
เลือดสูงในเลือดสูงเฉียบพลนั     
การปฏิบติั 
ระดบันํ%าตาลในเลือด (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
0 นาที 60 นาที 120 นาที 180 นาที 240 นาที 
นํ%ากลัน 60.0±4.8 112.5±15.1 95.8±8.9 77.0±3.7 76.5±8.6 
กลยัเบนคลาไมด ์ 63.5±3.9 105.0±5.7 62.0±11.3* 52.8±14.5* 47.5±13.5* 
กวาวเครือขาว  
(100 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั) 
68.3±9.8 111.5±9.5 86.5±3.1 77.0±2.8 72.5±1.3 
กวาวเครือขาว 
(500 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั) 
70.3±6.6 116.5±9.3 85.0±4.2 74.5±2.6 70.8±5.8 
หมายเหตุ * p < 0.05 เมือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนั  
ตารางที  4.19 เปอร์เซ็นตร์ะดบันํ%าตาลในเลือดทีลดลงเมือเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนัใน 
หนูปกติทีมีภาวะกลูโคสในเลือดสูงเฉียบพลนั  
กลุ่มทดลอง 0 นาที 60 นาที 120 นาที 180 นาที 240 นาที 
กลยัเบนคลาไมด ์ 
(10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั)   -5.83   6.67   35.25  31.49     37.91 
กวาวเครือขาว  
(100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั)   -3.75   0.89     9.66    0.00       5.23 
กวาวเครือขาว  
(500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั)   -7.08  -3.56   11.23    3.25       7.52 
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 4.4.1.2  หนูเบาหวาน พบว่าผลของกลยัเบนคลาไมด์และสารสกดักวาวเครือไม่
สามารถลดระดบันํ%าตาลในเลือดไดอ้ยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติเมือเทียบกบักลุ่มควบคุมทีเวลาเดียวกนั 
กรณีกลยัเบนคลาไมด์อาจเกิดจาก 2 สาเหตุ คือ 1) ขนาดทีใช้อาจตําเกินไป เนืองจากหนูเป็น
เบาหวานบางตวัอาจมีอาการเบาหวานเป็นเบาหวานในขั%นรุนแรงจนยาไม่สามารถลดระดบันํ% าตาลใน
เลือดไดส้อดคลอ้งกบั Sharma et al. (1997) ทีรายงานวา่กลยัเบนคลาไมด์มีผลลดระดบันํ% าตาลในหนู
ทีเป็นเบาหวานทีไม่รุนแรงถึงปานกลาง เพราะในขั%นนี% เซลลบี์ตาของตบัอ่อนยงัไม่ไดเ้สียหายทั%งหมด
และยงัสร้างอินซูลินได ้และ Ratzman et al. (1984) หนูทีเป็นเบาหวานขั%นรุนแรงนั%นเซลล์บีตาจะถูก
ทาํลายเกือบทั%งหมดทาํให้กลยัเบนคลาไมด์ไม่สามารถออกฤทธิ ได ้2) หนูเบาหวานบางตวัอาจทุเลา
จากการเป็นเบาหวานโดยมีการฟื% นคืน (recovery) ของไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ได ้ทาํให้ค่าเฉลีย
ระดับนํ% าตาลในเลือดของกลุ่มลดตํ าลงมากกว่าความเป็นจริง ทาํให้ผลการทดลดลองมีความ
คลาดเคลือนมาตรฐานสูงจนไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ (ตารางที 4.20 และตารางผนวกที 10) แต่ถ้า
พิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การลดลงของระดบันํ% าตาลในเลือดทีลดลงจากกลุ่มควบคุมทีเวลาเดียวกนั
ของทั%ง กลยัเบนคลาไมด์และสารสกดักวาวเครือขาวพบว่ากลยัเบนคลาไมด์มีแนวโน้มลดระดบั
นํ%าตาลในเลือดไดม้ากขึ%นตั%งแต่นาทีที 120 หลงัไดรั้บสารและสามารถลดระดบันํ% าตาลไดสู้งทีสุดใน
เวลา 300 นาที คิดเป็น 36.09 เปอร์เซ็นต ์และสารสกดักวาวเครือขาวให้ผลทีคลา้ยกบัผลของกลยัเบน
คลาไมด์ คือมีแนวโน้มลดระดบันํ% าตาลในเลือดไดต้ั%งแต่นาทีที 120 และสามารถลดระดบันํ% าตาล
ไดม้ากทีสุดในเวลา 300 นาที คิดเป็น 36.94 เปอร์เซ็นต ์   เมือเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนั 
(ตารางที 4.21) 
 
ตารางที 4.20 ระดบันํ% าตาลในเลือดของหนูแรทเบาหวานทีไดรั้บสารกลุ่มต่าง ๆ ในภาวะทีมีระดบั
          กลูโคสในเลือดสูงเฉียบพลนั    
เวลา (นาที) 
กลุ่มทดลอง 
นํ%ากลัน กลยัเบนคลาไมด ์ กวาวเครือขาว 
0 310.00±32.68 313.75±64.58 324.25±59.71 
30 363.50±46.72 359.75±63.74 369.25±69.56 
60 548.75±45.13 539.75±100.9 528.00±92.62 
120 416.50±57.04 373.00±95.79 375.00±61.03 
180 380.50±49.49 338.00±116.59 317.50±49.26 
240 349.00±33.74 259.00±103.15 290.50±37.93 
300 354.00±38.24 226.25±113.77 223.25±83.05 
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ตารางที 4.21 เปอร์เซ็นตร์ะดบันํ%าตาลในเลือดทีลดลงเมือเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนัในหนู
เบาหวานในภาวะทีมีระดบักลูโคสในเลือดสูงเฉียบพลนั 
 0 นาที 30 นาที 60 นาที 120 นาที 180 นาที 240 นาที 300 นาที 
กลยัเบนคลาไมด ์ -1.21 1.03 1.64 10.44 11.17 25.79 36.09 
กวาวเครือขาว -4.60 -1.58 3.78 9.96 16.56 16.76 36.94 
 
4.4.2  ฤทธิjของสารสกดักวาวเครือขาวในการลดระดับนํqาตาลในเลอืดของหนูแรทเบาหวาน 
เมือให้สารสกดัวนัละครัqงติดต่อกนั 30 วนั   
 กลยัเบนคลาไมด์สามารถลดระดบันํ% าตาลได้อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติเมือเทียบกบั
กลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนัตั%งแต่วนัที 7 จนถึงวนัที 30 ของการทดลอง (ตารางที 4.22) โดยลดไดสู้ง
ทีสุดในวนัที 21 คิดเป็น 43.49 เปอร์เซ็นต ์และเมือเทียบกบัค่าเริมตน้ (วนัที 0) (ตารางที 4.23) พบวา่
วนัที 21 ลดลงมากทีสุดถึง 38.11 เปอร์เซ็นต์ และแตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (ตารางที 
4.20) Sharma et al. (1997) รายงานวา่กลยัเบนคลาไมด์มีผลลดระดบันํ% าตาลในหนูทีเป็นเบาหวานที
ไม่รุนแรงถึงปานกลาง เพราะในขั%นนี% เซลล์บีตาของตบัอ่อนยงัไม่ไดเ้สียหายทั%งหมดและยงัสร้าง
อินซูลินได ้ ดงันั%นกลยัเบนคลาไมด์จึงสามารถกระตุน้ให้เกิดการหลังอินซูลินได ้ การทดลองครั% งนี%
พบวา่ในวนัที 30 กลยัเบนคลาไมด์ยงัสามารถลดระดบันํ% าตาลในเลือดได ้สอดคลอ้งกบั Sharma et 
al. (1996) ทีพบวา่การใหก้ลยัเบนคลาไมด ์10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวัเป็นเวลา 10 วนั มีผล ลด
ระดบันํ% าตาลในเลือดในหนูเบาหวาน และ Peungvicha et al. (1996) พบว่าการให้ยาขนาด 5 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ% าหนักตวั/วนั ติดต่อกนั 8 วนั สามารถลดระดบันํ% าตาลในเลือดไดอ้ย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ อาจเป็นเพราะหนูทุกกลุ่มยงัมีการดาํเนินของโรคยงัไม่ถึงขั%นรุนแรง ทาํให้ในวนัที 
14 ถึงวนัที 30 ของการทดลองนั%นยากลยัเบนคลาไมดย์งัสามารถลดระดบันํ%าตาลในเลือดได ้หรืออาจ
เป็นไปไดว้่ากลยัเบนคลาไมด์มีฤทธิ นอกตบัอ่อน คือเพิมการนาํกลูโคสเขา้เซลล์และเพิมการใช้
กลูโคสไดอี้กดว้ย (อรพรรณ มาตงัคสมบติั, 2544; Ojewole, 2002)   
ส่วนผลของสารสกดักวาวเครือขาวหลงัจากป้อนสารสกดัติดต่อกนั 14 วนั พบวา่สาร
สกดักวาวเครือขาวลดระดบันํ%าตาลไดม้ากทีสุดถึง 28.95 เปอร์เซ็นต ์มีนยัสาํคญัทางสถิติเมือเทียบกบั
กลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกัน (กลุ่มควบคุม: 331.40±44.98 มิลลิกรัม/เดซิลิตร, สารสกัด: 
236.67±38.11 มิลลิกรัม/เดซิลิตร) และยงัไดผ้ลใกลเ้คียงกบัทีเวลา 21 วนั ทีลดระดบันํ% าตาลไดถึ้ง 
26.37 เปอร์เซ็นต์ ดงัแสดงในตารางที 4.18 และเมือเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนั (กลุ่ม
ควบคุม: 345.40±29.90 มิลลิกรัม/เดซิลิตร, สารสกดั: 254.3±67.08 มิลลิกรัม/เดซิลิตร) ดงัแสดงใน
ตารางที 4.19 และการเทียบกบัค่าเริมตน้ (เปรียบเทียบกบัวนัที 0) ในกลุ่มเดียวกนั พบวา่ในวนัที 14 
ลดระดบันํ%าตาลในเลือดไดม้ากทีสุดถึง 18.30 เปอร์เซ็นต ์มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 
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ตารางที 4.22  ระดบันํ%าตาลในเลือดของหนูแรทเบาหวานทีไดรั้บสารแต่ละกลุ่มต่อเนือง 30 วนั  
กลุ่มทดลอง 
ระดบันํ%าตาลในเลือด (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
วนัที 0  วนัที 7  วนัที 14  วนัที 21  วนัที 30  
     
นํ%ากลัน  
(กลุ่มควบคุม) 
297 385 399 299 297 
317 375 328 352 389 
291 396 273 373 229 
297 315 322 368 355 
320 313 335 335 365 
ค่าเฉลีย 304.40 356.80 331.40 345.40 327.00 
s.d. 13.15 39.78 44.98 29.90 64.37 
กลยัเบนคลาไมด ์
354  306 178 132 166 
357 319 170 323 298 
283 191 152 202 124 
279 171 232 130 154 
304 223 262 189 272 
ค่าเฉลีย 315.40 a 242.00* ab 198.80* b 195.20* b 202.80* b 
s.d. 37.83 67.13 46.23 78.52 77.13 
กวาวเครือขาว 
308 358 270 233 290 
279 210 200 252 200 
325 349 243 239 300 
273 266 206 230 304 
274 369 292 384 309 
279 329 209 188 209 
ค่าเฉลีย 289.67 ab 313.50 b 236.67* a 254.33* ab 268.67 ab 
s.d. 21.61 62.50 38.11 67.08 50.17 
หมายเหตุ   ตวัอกัษรทีเหมือนกนัในแถวเดียวกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติที p<0.05 เมือเปรียบเทียบ  
กบัวนัที 0 (DMRT) 
 *   หมายถึง  แตกต่างกนัทางสถิติที p<0.05 เมือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลา  
            เดียวกนั (LSD) 
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กบัระดบันํ%าตาลในวนัที 0 ของกลุ่มทีไดรั้บสารสกดั (ตารางที 4.24) 
สารสกดักวาวเครือขาวขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั/วนั สามารถลดระดบั
นํ% าตาลในเลือดของหนูแรททีเป็นเบาหวานไดอ้ยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติตั%งแต่วนัที 14 ของการป้อน
สารอยา่งต่อเนืองเป็นเวลา 30 วนัได ้ซึ งอาจเกิดจากคุณสมบติัของสารกลุ่มไอโซฟลาโวนอยด์ เช่น 
พิวรารินทีมีฤทธิ คลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจนสอดคลอ้งกบัการทดลองของ ยุทธนา สมิตสิริและคณะ 
(2551) ทีพบวา่ผลิตภณัฑ์อาหารเสริมชนิดหนึงซึ งมีส่วนผสมของกวาวเครือขาวทาํให้ระดบันํ% าตาล
ในเลือดของหนูปกติลดลงได ้เป็นทีน่สนใจว่าสารสกดักวาวเครือขาวออกฤทธิ ลดระดบันํ% าตาลใน
เลือดโดยผ่านกลไกใดบา้ง เช่น อาจผ่านกลไกการกระตุน้การหลังอินซูลินจากบีตา้เซลล์เหมือน 
estradial เช่นเดียวกบั Kooptiwut et al. (2007) ทีพบวา่เซลล์ตบัอ่อนหลังอินซูลินสูงขึ%นเมือเลี% ยงใน
ระดบันํ% าตาลสูงร่วมกบัเอสโตรเจนเป็นเวลา 10 วนั และยงัช่วยป้องกนักลุ่มเซลล์ตบัอ่อนซึ งทาํงาน
ดอ้ยลงเมืออยูใ่นนํ%าเลี%ยงทีมีระดบันํ%าตาลสูงใหห้ลังอินซูลินไดดี้ขึ%น หรืออาจผา่นกลไกการนาํกลูโคส
เข้าเซลล์ หรืออาจมีฤทธิ เสริมการทํางานของอินซูลิน เหมือนพิวรารินถูกใช้ในการบําบัด
โรคเบาหวานในประเทศจีนมาตั%งแต่ปี 1990 เนืองจากสามารถเพิมการตอบสนองต่ออินซูลิน เพิม
การใชก้ลูโคสและสนบัสนุนการใหลเวียนของเลือด (Jia et al., 2003) จึงควรมีการศึกษาเพิมเติมถึง
กลไกการออกฤทธิ และผลในสัตว ์species อืนทีสูงขึ%น เพือเป็นขอ้มูลนาํไปสู่การพฒันากวาวเครือ
ขาวใหเ้ป็นยารักษาโรคเบาหวานต่อไป 
 
ตารางที 4.23 เปอร์เซ็นตก์ารลดระดบันํ%าตาลในเลือดเมือเทียบกบักลุ่มควบคุมทีเวลาเดียวกนั 
กลุ่มทดลอง วนัที 0  วนัที 7  วนัที 14  วนัที 21  วนัที 30  
กลยัเบนคลาไมด ์ 
10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั -3.61 32.17 40.01 43.49 37.98 
กวาวเครือขาว  
100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั 4.84 12.14 28.59 26.37 17.84 
 
ตารางที  4.24 เปอร์เซ็นตก์ารลดระดบันํ% าตาลในเลือดของแต่ละกลุ่มทดลองเมือเทียบกบัค่าเริมตน้ 
(เทียบกบัวนัที 0) 
กลุ่มทดลอง วนัที 7  วนัที 14  วนัที 21  วนัที 30  
นํ%ากลัน -17.21 -8.87 -13.47 -7.42 
กลยัเบนคลาไมด ์ 
(10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั) 23.27 36.97 38.11 35.70 
กวาวเครือขาว  
(100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั) -8.23 18.30 12.20 7.25 
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4.4.3  ผลของสารสกดักวาวเครือขาวต่อเนืqอเยือตับอ่อนและเนืqอเยือตับของหนูแรทเบาหวาน
ทีได้รับสารสกดัเป็นเวลา 30 วนั 
 4.4.3.1  ผลต่อจุลพยาธิสภาพของตบัอ่อน ลกัษณะทางจุลพยาธิสภาพของตบัอ่อนหนู
กลุ่มปกติ ทียอ้มดว้ยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซิน มีลกัษณะดงันี%  พบไอเลตส์ออฟแลงเกอร์-แฮนส์มี
รูปร่างกลมหรือรี มีขอบเขตแยกออกจากตบัอ่อนส่วนไม่สร้างฮอร์โมน (exocrine pancreas) มีทั%ง
ขนาดใหญ่และขนาดเล็กกระจายกนัอยูท่ ัวไป การจดัเรียงตวัของเซลล์ภายในไอเลตส์ออฟแลง-เกอร์
แฮนส์เป็นระเบียบ มีช่องวา่ง (ภาพตดัขวางของเส้นเลือดฝอย) ทีชดัเจนและเป็นระเบียบ ภายในไอ
เลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ประกอบดว้ยเซลล์รูปร่างหลายเหลียมทีมีขนาดใกลเ้คียงกนัมีนิวเคลียส
รูปร่างกลมติดสีนํ%าเงิน เห็นนิวคลีโอลสัชดัเจน ไซโทพลาซึมติดสีชมพูของสีอีโอซินอยา่งสมําเสมอ
ทัวเซลล ์(ภาพที 4.21)   
  1)  ลกัษณะทางจุลพยาธิสภาพของตบัอ่อนหนูกลุ่มเบาหวานทีไดรั้บนํ%ากลันขนาด 2 
มิลลิลิตร/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั เป็นเวลา 30 วนั เมือยอ้มดว้ยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซินมีลกัษณะ
แตกต่างจากกลุ่มปกติดงันี%  ไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์มีรูปร่างไม่แน่นอนส่วนใหญ่จะเหียวหรือยุบ
ไป จาํนวนไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ลดลง 62.5 เปอร์เซ็นต ์เมือเทียบกบัหนูปกติมีช่องวา่งมากขึ%น 
เซลล์ในไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์มีขนาดและรูปร่างไม่แน่นอน นิวเคลียสมีรูปร่างค่อนขา้งรี 
(ภาพที 4.22) 
2)  ลกัษณะทางจุลพยาธิสภาพของตบัอ่อนของหนูกลุ่มเบาหวานทีไดรั้บยา กลยั
เบนคลาไมด์ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั/วนั มีลกัษณะคลา้ยกบัหนูเบาหวานกลุ่มควบคุมคือ 
ไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์มีขนาดและรูปร่างไม่แน่นอนส่วนใหญ่มีขนาดเล็กกว่าหนูปกติและมี
จาํนวนลดลง 51.8 เปอร์เซ็นต ์เมือเทียบกบัหนูปกติ เซลลใ์นไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์มีขนาดและ
รูปร่างไม่แน่นอนและจดัเรียงกันอย่างไม่เป็นระเบียบ เส้นเลือดฝอยแคบลงและไม่เป็นระเบียบ 
นิวเคลียสมีรูปร่างค่อนขา้งรีติดสีนํ%าเงินเขม้ทึบ (ภาพที 4.23)  
3)  ลกัษณะทางจุลพยาธิสภาพของตบัอ่อนหนูกลุ่มเบาหวานทีไดรั้บสารสกดัจาก
กวาวเครือขาวปริมาณ 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั/วนั ทียอ้มดว้ยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซิน
มีลกัษณะคลา้ยกบัหนูเบาหวานกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีไดรั้บกลยัเบนคลาไมด ์แต่มีลกัษณะของเซลล์
ทีเป็นปกติมากกว่าและเห็นช่องวา่งทีเป็นเส้นเลือดฝอยขยายออกมากกว่าทีพบในไอเลตส์ออฟแลง
เกอร์แฮนส์ของกลุ่มควบคุม และกลุ่มไดรั้บยากลยัเบนคลาไมด์ ซึ งอาจเกิดจากพิวรารินในสารสกดั
กวาวเครือขาวมีฤทธิ ขยายหลอดเลือดได ้(John et al., 2004) แต่ไอเลตส์-ออฟแลงเกอร์แฮนส์ยงัมี
รูปร่างไม่แน่นอน มีขนาดเล็กและเป็นระเบียบน้อยกว่าในหนูปกติ โดยมีจาํนวนลดลงถึง 41.1 
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เปอร์เซ็นต ์เมือเทียบกบัหนูปกติและพบวา่กลุ่มทีไดรั้บสารสกดักวาวเครือขาวมีจาํนวนไอเลตส์ออฟ
แลงเกอร์แฮนส์เหลือมากกว่ากลุ่มควบคุม และกลุ่มทีป้อนกลยัเบนคลาไมด์ เป็นไปไดว้่าสารสกดั
จากกวาวเครือขาว ซึ งมีฤทธิ ตา้นอนุมูลอิสระสูงนั%น สามารถยบัย ั%งอนุมุลอิสระจากสเตรปโตโซ
โทซินจึงช่วยลดความเสียหายต่อเซลลใ์นไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ (ภาพที 4.24) 
 
 
ภาพที 4.21  แสดงพยาธิสภาพของตบัอ่อน แสดงไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ (i) และ acenous cells 
  (a) หลงัจากไดรั้บสารทดสอบติดต่อกนั 30 วนั ของหนูปกติ (ภาพบน กาํลงัขยาย x10;  
       ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
a 
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ภาพที  4.22 แสดงพยาธิสภาพของตบัอ่อน แสดงไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ (i) และ acenous cells  
  (a) หลงัจากไดรั้บสารทดสอบติดต่อกนั 30 วนั ของหนูเบาหวานกลุ่มควบคุม (ภาพบน  
  กาํลงัขยาย x 10; ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
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ภาพที  4.23 แสดงพยาธิสภาพของตบัอ่อน แสดงไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ (i) และ acenous cells  
  (a) หลงัจากไดรั้บสารทดสอบติดต่อกนั 30 วนั ของหนูเบาหวานกลุ่มทีไดรั้บกลยัเบน- 
       คลาไมด ์(ภาพบน กาํลงัขยาย x 10; ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
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ภาพที 4.24 ตบัอ่อนของหนูเบาหวานกลุ่มทีไดรั้บสารสกดักวาวเครือขาว แสดงพยาธิสภาพของ 
  ตบัอ่อน แสดงไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ (i) และ acenous cells (a) หลงัจากไดรั้บ 
  สารทดสอบติดต่อกนั 30 วนั ของหนูเบาหวานกลุ่มทีไดรั้บสารสกดักวาวเครือขาว
(ภาพบน กาํลงัขยาย x 10; ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
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พยาธิสภาพของตบัอ่อนในทีพบในหนูทีเป็นเบาหวานทุกกลุ่ม เป็นผลโดยตรงจากการ
ทาํลายของ streptozotocin ทีใชช้กันาํให้หนูทดลองเกิดเป็นเบาหวาน (Rakieten et al. 1963; Junod et 
al. 1967; Szkudelski, 2001) สอดคลอ้งกบั Ahmed et al. (1998) ทีรายงานว่าสาร streptozotocin 
ขนาด 60 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั มีผลทาํให้เซลล์บีตาในไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์เหลือ
เพียงร้อยละ 27.01 ขณะทีในหนูกลุ่มปกติมีเซลล์บีตาสูงถึงร้อยละ 60.01 และ Szkudelski (2001) 
รายงานวา่สาร streptozotocin ทีใชใ้นการชกันาํเบาหวานในสัตวท์ดลองนั%น เป็นสารทีเติมกลุ่มเมทิล
ใหก้บัดีเอนเอและใหส้ารอนุมูลอิสระชนิดแรง คือ สารไนตริกออกไซด์ ดงันั%นเซลล์บีตาทีอยูภ่ายใน
ไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์จึงถูกทาํลายโดยไนตริกออกไซด์ได้ง่ายเพราะในเซลล์ตบัอ่อนไม่มี
เอนไซมก์าํจดัอนุมูลอิสระ เซลล์จึงถูกทาํลายและตายในทีสุด นอกจากนี%  การพบการบวมของเซลล์
ในไอเลตส์ออฟแลงเกอร์แฮนส์ทีพบในหนูทุกกลุ่มทีเป็นเบาหวาน อาจเกิดจากภาวะแทรกซ้อนทีพบ
ในโรคเบาหวาน เช่น การติดเชื%อ การอกัเสบ หรือความผิดปกติของการเผาผลาญไขมนั เป็นตน้ 
(พงษศ์กัดิ  วรรณไกรโรจน์ และ พิเชฐ สัมปทานุกุล, 2541) ดงันั%นพยาธิสภาพของตบัอ่อนทีพบใน
การทดลองนี%  พบในหนูเบาหวานทุกกลุ่ม จึงยงัไม่อาจสรุป ได้ว่าพยาธิสภาพทีเกิดขึ%นเป็นผล
เนืองจากสารสกดักวาวเครือขาว 
4.4.3.2  ผลต่อลกัณะจุลพยาธิสภาพของเนื%อเยือตบั ลกัษณะทางจุลพยาธิสภาพของ
ตบัหนูแรท กลุ่มปกติทุกตวัทียอ้มดว้ยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซินมีลกัษณะปกติและเหมือนกนั คือ
มีหลอดเลือดดาํตรงกลาง (central vein: cv) (ภาพที 4.25) มีเซลล์ตบัเรียงเป็นแถวในแนวรัศมี 
(hepatic cord: h) มีหลอดเลือดฝอย (sinusoid: s) อยูร่ะหวา่งแถวของเซลล์ตบั มีเซลล์เม็ดเลือดแดง
ติดสีชมพเูขม้ของสีอีโอซินอยูภ่ายในหลอดเลือด ลกัษณะทางจุลพยาธิสภาพของตบัหนูเบาหวานทุก
กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มทีไดรั้บนํ% ากลัน 2 มิลลิลิตร/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั/วนั 30 วนั (ภาพที 4.26) กลุ่มที
ไดรั้บยากลยัเบนคลาไมด์ 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ% าหนกัตวัต่อวนั 30 วนั (ภาพที 4.27) และกลุ่มที
ไดรั้บสารสกดักวาวเครือขาว 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ% าหนกัตวั/วนั 30 วนั (ภาพที 4.28) มีความ
แตกต่างจากหนูกลุ่มปกติ คือ หลอดเลือดฝอยทีแทรกระหวา่งแถวของเซลล์ตบัมีการขยายกวา้งขึ%น 
(sinusoid dilation) พยาธิสภาพทีเกิดในตบัพบในหนูทุกกลุ่ม Singh et al. (2001) รายงานวา่สาร 
streptozotocin ขนาด 75 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ%าหนกัตวั ทีใชช้กันาํให้หนูทดลองเป็นโรคเบาหวานไม่
ทาํลายตบัของสัตว ์การเกิดการขยายของหลอดเลือดฝอยทีมีมากกวา่ในหนูปกติ อาจมีสาเหตุจากตบั
มีการอกัเสบเนืองจากภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวานตลอดจนภาวะเลือดไปเลี% ยงไม่เพียงพอ 
(พงษศ์กัดิ  วรรณไกรโรจน์และพิเชฐ สัมปทานุกุล, 2541) และกรณีของสารสกดักวาวเครืออาจมีผล
ของพิวรารินร่วมดว้ยเนืองจากพิวรารินมีฤทธิ ทาํให้หลอดเลือดขยายตวัและเพิมการไหลเวียนของ
เลือดในหลอดเลือด coronary artery (John et al., 2004) 
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ภาพที 4.25  ภาพตดัขวางตบัหนูแรทของหนูปกติประกอบดว้ยหลอดเลือดดาํ (cv) เซลลต์บั (h)  
   หลอดเลือดฝอยระหวา่งแถวของเซลลต์บั (s) (H&E) (ภาพบน กาํลงัขยาย x 10;  
   ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
s 
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ภาพที 4.26 พยาธิสภาพของตบัหนูแรทเบาหวานกลุ่มควบคุมประกอบดว้ยหลอดเลือดดาํ (cv)  
 เซลลต์บั (h) หลอดเลือดฝอยระหวา่งแถวของเซลลต์บั (s) (H&E) (ภาพบน  
 กาํลงัขยาย x 10; ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
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ภาพที  4.27 พยาธิสภาพของตบัหนูแรทหนูเบาหวานกลุ่มทีไดรั้บกลยัเบนคลาไมดป์ระกอบดว้ย  
  หลอดเลือดดาํ (cv) เซลลต์บั (h) หลอดเลือดฝอยระหวา่งแถวของเซลลต์บั (s) (H&E) 
  (ภาพบน กาํลงัขยาย x 10; ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
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ภาพที  4.28 พยาธิสภาพของตบัหนูแรทหนูเบาหวานกลุ่มทีไดรั้บสารสกดักวาวเครือขาวประกอบ  
 ดว้ยหลอดเลือดดาํ (cv) เซลลต์บั (h) หลอดเลือดฝอยระหวา่งแถวของเซลลต์บั (s)  
 (H&E) (ภาพบน กาํลงัขยาย x 10; ภาพล่าง กาํลงัขยาย x 40) 
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ยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่ลกัษณะดงักล่าวเกิดจากการไดรั้บสารสกดักวาวเครือขาว สอดคลอ้ง
กับการศึกษาถึงพิษเรื% อรังของกวาวเครือขาวโดย ทรงพล ชีวะพัฒน์และคณะ (2543) ทีให้ผง
กวาวเครือขาวแก่หนูขาวพนัธ์ุวิสตาร์ในขนาด 10 และ 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม/วนั เป็นเวลา 90 วนั 
ไม่ทาํให้เกิดความผิดปกติต่อค่าโลหิตวิทยาและไม่ทาํให้เกิดพยาธิสภาพของอวยัวะภายในทีบ่งชี% ถึง
ความเป็นพิษของกวาวเครือขาว บางพยาธิสภาพมีโอกาสเกิดขึ%นเองตามธรรมชาติ หรืออาจเป็นความ
ผิดปกติทีเกียวเนืองกบัอายุ หรืออาจเกิดเนืองจากภาวะเบาหวาน เพราะฉะนั%นผลการตรวจทางจุล
พยาธิสภาพทีพบครั% งนี%  ยงัไม่อาจสรุปไดว้่าสารสกดัจากกวาวเครือขาวทาํให้เกิดพยาธิสภาพต่อ
เนื%อเยือตบัอ่อนและตบัของหนูแรท 
 
บทที 5  
สรุปผลการทดลอง 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
5.1.1  การจําแนกพนัธ์ุกวาวเครือขาวโดยใช้ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์และเทคนิค ISSR-
Touchdown PCR 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีได้รวบรวมกวาวเครือขาวทีได้มาจากเมล็ดจากต้นที
รวบรวมมาจากจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ พบวา่มีลกัษณะทีแปรปรวนหลากหลาย  จึงทาํให้ไม่สามารถ
แยกกลุ่มได้ด้วยลักษณะภายนอก งานวิจัยนี. ใช้ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และเทคนิค ISSR-
Touchdown PCR ในการจาํแนกสายพนัธ์ุ กวาวเครือขาวจาํนวน 36 สายตน้ ซึ งการใช้ลกัษณะทาง
พฤกษศาสตร์ 7 ลกัษณะโดยการวเิคราะห์ค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งกลุ่มดว้ย UPGMA และ PCA พบวา่
สามารถแยกออกได ้3 กลุ่ม กลุ่มที  1ไดแ้ก่ สายตน้ที 34 ลกัษณะเด่นคือ ใบมีขนาดใบเล็ก กลุ่มที 2 
ประกอบดว้ย 23 สายตน้ มีลกัษณะเด่นคือ ใบรูปรี ฐานใบแหลม และปลายใบเรียวแหลม และกลุ่มที 3 
ประกอบ ด้วย 12 สายตน้ ลกัษณะเด่นคือ ใบรูปไข่ ฐานใบมน และปลายใบเป็นติงแหลม และการ
จาํแนกโดยใช้เทคนิค ISSR-Touchdown PCR พบว่าเครื องหมายโมเลกุลและวิธีการทีใช้ในการ
วิเคราะห์มีค่า PIC ระหว่าง 0.0315-0.9779 หรือ เฉลียเท่ากบั 0.4779 และมีค่า Ne ระหวา่ง 1.1250-
1.1854 หรือ เฉลียเท่ากบั 1.5544  ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ใกล้ชิดทางพนัธุกรรม (GS) ของ
ตวัอยา่งทั.งหมดพบวา่มีค่าระหวา่ง 0.50-0.86 โดยมีค่าเฉลียเป็น 0.77 ทีระดบั GS เท่ากบั 0.56 (56%) 
แยกได ้2 กลุ่มใหญ่  กลุ่มที 1 ประกอบดว้ยสายตน้ที 34 และสายตน้ที 7 และกลุ่มที 2 ประกอบดว้ยตน้
ทีเหลือ อีก 34 สายตน้ ภายในกลุ่ม 2 นี.สามารถแยกออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ยที GS เท่ากบั 0.69 (69%) ผล
ของโครงสร้างทางพนัธุกรรมพบวา่ ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของกวาวเครือขาวทีรวบรวมไว้
น่าจะเกิดจากภายในกลุ่ม โดยทุกตน้มีพนัธุกรรมทีไม่เหมือนกนั และคาดว่าอาจเกิดจาก 5 แหล่ง
พนัธุกรรมทีมาจากจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 
 
5.1.2  ชนิดและความเข้มข้นของสารชักนําต่อฤทธิ>ต้านอนุมูลอสิระและการเจริญเติบโตของ
กวาวเครือขาว 
ความเขม้ขน้และระยะเวลาการเก็บขอ้มูลทีเหมาะสมต่อการชกันาํให้หัวกวาวเครือขาวมี
ฤทธิZ ต้านอนุมูลอิสระ สารประกอบฟีนอลิค และสารประกอบฟลาโวนอยด์ คือไคโตซานความ
เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ที 15 วนั หลงัหยดุการชกันาํ กรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/
ลิตร ที 7 วนั หลงัหยุดชกันาํและคอปเปอร์คลอไรด์ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ที 15 วนั หลงั
หยุดชักนาํ สารชักนาํทั.งหมดไม่มีผลยบัย ั.งหรือส่งเสริมการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาวอายุ 4 
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เดือน  ทีปลูกใน  growth chamber  สารชักนาํทั.งหมดไม่มีผลยบัย ั.งการสังเคราะห์จีนิสทีอิน 
และพิวราริน 
 
5.1.3  พวิราริน จีนิสทอีนิ และฤทธิ>ต้านอนุมูลอสิระในกวาวเครือขาวทีถูกชักนําด้วยไคโตซาน 
กรดซาลไิซลกิ และคอปเปอร์คลอไรด์ในสภาพแวดล้อมทีแตกต่างกนั 
การฉีดพ่นดว้ย Chitosan+CuCl2 ทาํให้กวาวเครือขาวสร้างพิวรารินสูงทีสุด ทั.งการทดลอง
ใน growth chamber และในโรงเรือน และยงัทาํให้กวาวเครือขาวสร้างจีนิสทีอินและมีฤทธิZ ตา้น
อนุมูลอิสระสูงทีสุดดว้ย การฉีดพ่นดว้ย Chitosan+CuCl2+SA ทาํให้กวาวเครือขาวทีปลูกใน growth 
chamber และในโรงเรือน มีฤทธิZ ตา้นอนุมูลอิสระ ปริมาณของสารฟีนอลิค และสารฟลาโวนอยด์สูง
ทีสุดดว้ย และการชกันาํดว้ยทรีตเมนต์ต่าง ๆ ไม่มีผลเสียหายต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว
ในทุกสภาพแวดลอ้มทีทาํการทดลอง ทีสําคญัพบว่าการฉีดพ่นดว้ย Chitosan+SA ทาํให้กวาวเครือ
ขาวมีอตัราการสังเคราะห์แสง สารทีสกดัได ้และอตัราส่วนของนํ.าหนกัสด/นํ.าหนกัแหง้สูงขึ.นดว้ย  
 
5.1.4  สารสกดักวาวเครือขาวกบัการลดระดับนํGาตาลในเลอืดและผลกระทบต่อเนืGอเยือตับอ่อน
และตับของหนูแรททีเป็นเบาหวาน 
สารสกัดกวาวเครือขาวไม่สามารถลดระดับนํ. าตาลในเลือดในภาวะกลุโคสในเลือดสูง
เฉียบพลนัไดท้ั.งในหนูปกติและหนูเบาหวาน การทดสอบฤทธิZ ลดนํ. าตาลในเลือดเมือป้อนสารสกดั
ต่อเนืองกนั 30 วนั พบว่าในวนัที 14 ของการป้อนสารสกดัความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม
นํ. าหนกัตวั สามารถลดระดบันํ. าตาลไดม้ากทีสุดถึง 28.95 เปอร์เซ็นต์ และในที 21 วนั ลดระดบั
นํ. าตาลได ้26.37 เปอร์เซ็นต ์ ซึ งมีนยัสําคญัทางสถิติเมือเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนัและยงั
พบวา่ในวนัที 14 ลดนํ.าตาลในเลือดไดม้ากทีสุดถึง 18.30 เปอร์เซ็นต ์เมือเทียบกบัเวลาก่อนป้อนสาร
สกดั (วนัที 0) ขณะทียากลยัเบนคลาไมด์สามารถลดระดบันํ. าตาลไดอ้ยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติตั.งแต่
วนัที 7 จนถึงวนัที 30 ของการทดลอง โดยลดระดบันํ. าตาลในเลือดไดสู้งทีสุดในวนัที 21 ของการ
ป้อนสาร คิดเป็น 43.49 เปอร์เซ็นต ์เมือเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนัและยงัพบวา่สารสกดัไม่
มีผลก่อให้เกิดพยาธิสภาพต่อเนื.อเยือตบัอ่อนและตบัของหนูทดลอง จากผลการทดลองสรุปไดว้่า
สารสกดักวาวเครือขาวสามารถลดระดบันํ.าตาลในเลือดของหนูเบาหวานได ้จึงอาจจะมีประโยชน์ใน
ทางการรักษาโรคเบาหวานได ้
  
บทที 6 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 
จากการศึกษาวิจยั  “พันธ์ุ สารออกฤทธิสําคัญ และผลของสารสําคัญในกวาวเครือขาว”  ไดผ้ลการ
ทดลองตรงตามวตัถุประสงค ์4 ขอ้ ที!ตั"งไวคื้อ 
 
1. เพือรวบรวมสายพนัธ์ุกวาวเครือ และจัดกลุ่มโดยใช้ความใกล้ชิดของสายพนัธ์ุ 
ไดผ้ลการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม (Genetic similarity : GS) โดยที!
ระดบั GS เท่ากบั 0.56 แยกได ้2 กลุ่มใหญ่ กลุ่มที! 1 ประกอบดว้ยสายตน้ที! 34  และกลุ่มที! 2 
ประกอบดว้ยตน้ที!เหลือ อีก  35 สายตน้ และแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ยที! GS เท่ากบั 0.69 ส่วนผลของ
โครงสร้างทางพนัธุกรรมพบวา่ ความแปรปรวนน่าจะเกิดจากภายในกลุ่ม ทุกตน้มีพนัธุกรรมที!ไม่
เหมือนกนั และคาดวา่อาจเกิดจาก 5 แหล่งพนัธุกรรม 
2. เพือคัดเลือกความเข้มข้นทีเหมาะสมของไคโตซาน กรดซาลิไซลิก และสารคอปเปอร์
คลอไรด์  
ในการชักนําให้กวาวเครือขาวมีฤทธิM ต้านอนุมูลอิสระ   และการสะสมสารฟีนอลิค 
สารฟลาโวนอยด์ สูงขึ"นนั"น พบวา่การชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ไค
โตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร และคอปเปอร์คลอไรดค์วามเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํ
ใหห้วักวาวเครือขาวมีฤทธิM ตา้นอนุมูลอิสระ มีสะสมสารฟีนอลิคและฟลาโวนอยดสู์งสูงที!สุด 
3. เพือคัดเลือกทรีตเมนต์ทีเหมาะสมจากการใช้สารไคโตซาน กรดซาลิไซลิก และคอป
เปอร์คลอไรด์เป็นสารชักนําร่วมกนั  
ในการเพิ!มฤทธิM ตา้นอนุมูลอิสระ การสร้างพิวรารินและจีนิสทีอินในหัวกวาวเครือขาว 
ที!ปลูกใน growth chamber ในโรงเรือน และในแปลงทดลอง พบวา่ การใชไ้คโตซานความเขม้ขน้ 
1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด ์ 200 มิลลิกรัม/ลิตร  ทาํให้ปริมาณของพิวราริน และ
จีนิสทีอินในหวัของกวาวเครือขาวที!ปลูกใน growth chamber และที!ปลูกในโรงเรือนมีปริมาณสูง
ที!สุด และการใชไ้คโตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบักรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 
มิลลิกรัม/ลิตร และคอปเปอร์คลอไรดค์วามเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้กวาวเครือขาวที!ปลูกใน 
growth chamber ปลูกในโรงเรือน และปลูกในแปลงทดลองมีฤทธิM ตา้นอนุมูลอิสระสูงที!สุด 
4. เพือศึกษาผลของสารสกัดกวาวเครือขาวต่อการลดระดับนํ:าตาลในเลือดและผลกระทบ
ต่อตับอ่อนและตับของหนูแรททีเป็นเบาหวาน 
พบวา่สารสกดักวาวเครือขาวไม่มีฤทธิM ลดระดบันํ" าตาลในเลือดของหนูแรทในภาวะที!มี
ระดบันํ"าตาลสูงเฉียบพลนัทั"งในหนูปกติและหนูเบาหวาน แต่มีฤทธิM ลดระดบันํ" าตาลในเลือดของหนู
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เบาหวานที!ไดรั้บสารสกดัอยา่งต่อเนื!องเป็นเวลา 30 วนั โดยในวนัที! 14 ของการป้อน และสารสกดั
กวาวเครือขาวไม่มีผลก่อใหเ้กิดพยาธิสภาพต่อเนื"อเยื!อตบัอ่อนและเนื"อเยื!อตบัของหนูเบาหวาน  
 
ข้อเสนอแนะ 
1. การใชส้ารชกันาํมีปัญหาดา้นการเตรียมสาร การแนะนาํใหเ้กษตรกรใชค้วรจดัให้อยูใ่น
รูปที!ใชไ้ดง่้ายที!สุดก่อนจึงควรศึกษาถึงรูปแบบที!เหมาะสมต่อไป เช่น เป็นสารชกันาํสาํเร็จรูป 
2. การชักนําสารพิวรารินและจีนิสทีอินในแปลงปลูกไม่ได้ผล ควรศึกษาเพิ!มเติม 
โดยเฉพาะความเขม้ขน้ที!ใช้ และความถี!ในการชกันาํ และตอ้งคาํนึงวิธีปฏิบติัที!ง่ายและมีค่าใชจ่้าย
นอ้ยดว้ย จึงจะไดรั้บความสนใจจากเกษตรกร 
3. การชกันาํดว้ย ไคโตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด ์
200 มิลลิกรัม/ลิตร ที!เพิ!มพิวรารินและจีนิสทีอิน และการใชไ้คโตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/
ลิตร ร่วมกบักรดซาลิไซลิกความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร และคอปเปอร์คลอไรด์ความเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ที!เพิ!มฤทธิM ตา้นอนุมูลอิสระในหัวกวาวเครือขาวได ้อาจใชไ้ดก้บัสมุนไพรชนิดอื!น ๆ 
เนื!องจากพืชสมุนไพรที!มีสารฟีนอลิคและฟลาโวนอยด์เป็นสารออกฤทธิM สําคญั จึงควรนาํไปใช้ชกั
นาํในพืชชนิดอื!นๆ ผลที!ไดรั้บจะเป็นประโยชน์ต่อการเพิ!มคุณภาพสมุนไพรที!ไดจ้ากการปลูกต่อไป
ได ้
4. กวาวเครือขาวควรไดรั้บความสนใจในการใชเ้พื!อรักษาโรคเบาหวาน เนื!องจากสามารถ
ลดระดบันํ"าตาลในเลือดหนูแรทที!เป็นเบาหวานได ้จึงควรทาํการศึกษาให้มากขึ"น อยา่งนอ้ยที!สุดอาจ
ทาํให้ผูป่้วยที!เป็นเบาหวานสามารถบริโภคกวาวเครือขาวได้ เนื!องจากปัจจุบันยงัมีข้อห้ามอยู ่
เนื!องจากผลของฮอร์โมนเอสโตรเจนมีผลทั"งทางบวกและทางลบต่อโรคเบาหวาน  
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  ภาคผนวก ก  
 
การเตรียม citrate buffer   
 
 เตรียม NaCl 0.9 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร (โดยชั!ง NaCl 9 กรัม มาละลายในนํ' า
ปริมาตร 991 มิลลิลิตร) เตรียม Citric acid 20 mM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (โดยชั!ง citric acid หนกั 
0.04208 กรัม มาละลายใน NaCl 0.9 เปอร์เซ็นต ์แลว้ปรับปริมาตรใหไ้ด ้10 มิลลิลิตร)  
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ภาคผนวก ข 
 
การเตรียม Neutral phosphate buffered formalin 
NaH2PO4H2O    4.0 กรัม 
Na2HPO4    6.0 กรัม 
40เปอร์เซ็นต ์formaldehyde  100.0 มิลลิลิตร 
tap/distilled water   900.0 มิลลิลิตร 
 
นาํ Na2HPO4 ละลายนํ' า คนตลอดเวลาเพื!อให้ละลายไดง่้ายขึ'น จากนั'นเติม NaH2PO4H2O 
เมื!อละลายดี แลว้จึงเติม 40 เปอร์เซ็นต ์ formaldehyde ลงไป ปรับปริมาตรให้ครบตามตอ้งการ 
สารละลายบฟัเฟอร์ฟอร์มาลินใช้คงสภาพเนื'อเยื!อเพื!อเตรียมสไลด์เนื'อเยื!อสําหรับการศึกษาทางจุล
พยาธิวิทยา ควรตดัเนื'อเยื!อภายหลงัการเปิดซากและแช่ในสารละลายบฟัเฟอร์ฟอร์มาลินทนัทีเพื!อ
ป้องกนัการเปลี!ยนแปลงภายหลงัตาย โดยตดัให้หนาไม่เกิน 1.0 เซนติเมตร แช่ไวใ้นสารละลายคง
สภาพนาน 12-24 ชั!วโมง ให ้ปริมาตรของสารละลายเป็น 10 เท่าของปริมาตรเนื'อเยื!อ 
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ภาคผนวก ค 
 
เทคนิคทางเนื&อเยื(อวทิยา (กมลวรรณ ศรีปลั!ง, 2546) 
ขั'นตอนการเตรียมเนื'อเยื!อและขบวนการผา่นชิ'นเนื'อในสารละลายต่าง ๆ    
1.  นาํเนื'อเยื!อแช่ใน neutral buffered formalin (pH 7.4)  
2.  นาํเนื'อเยื!อมาตดัใหไ้ดข้นาดตามตอ้งการ 
3.  นาํเนื'อเยื!อที!ตดัแต่งแลว้มา dehydrated, cleared และ embedded โดยแช่เนื'อเยื!อในสารละลายต่าง ๆ 
ตามขั'นตอน ดงันี'      
3.1 เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์30 นาที 2 ครั' ง   
3.2 เอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์30 นาที   
3.3 เอทานอล 90 เปอร์เซ็นต ์30 นาที   
3.4 เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์30 นาที   
3.5 เอทานอล 100 เปอร์เซ็นตแ์ละ xylene (1 : 1, v : v) 30 นาที   
3.6  xylene, 30 นาที 1 ชั!วโมง ตามลาํดบั 
3.7 soft, medium hard และ hard paraffins อยา่งละ 30 นาที ตามลาํดบัที! 58ºC ภายใต้
สุญญากาศ 
3.8 embeded เนื'อเยื!อ โดยเท paraffin ลงในพิมพที์!มีเนื'อเยื!ออยู ่ 
4.  นาํเนื'อเยื!อที!อยูใ่นพิมพ ์paraffin มาตดั 5 ไมครอน  
5.  นาํเนื'อเยื!อมาติดบน glass slide โดยใช ้standard warm water technique และรอใหแ้หง้ที!
อุณหภูมิหอ้ง 1 คืน   
6.  ยอ้มสี slides ดว้ย Hematoxylin & Eosin โดยแช่เนื'อเยื!อ ตามขั'นตอนดงันี'      
6.1    เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์2 นาที  
6.2    เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์2 นาที 
6.3    เอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์2 นาที 
6.4    เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์2 นาที  
6.5    Distilled water 2 นาที 
6.6    Harris hematoxylin 8 นาที 
6.7    เอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์2 นาที 
6.8    Eosin 2 นาที 
6.9    เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต ์2 นาที 
6.10  เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต ์2 นาที 
6.11  xylene 2 นาที 2 ครั' ง  
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7.  นาํ slides ที!ผา่นการยอ้มสีแลว้ มาปิดดว้ย cover slips โดยใชน้ํ' ายา permount หยดก่อน 1-2 หยด 
รอใหแ้หง้ โดยทิ'งไวที้!อุณหภูมิหอ้ง 1 คืน   
 
 ตารางผนวกที! 1 การให้คะแนนเพื!อคดัเลือกความเขม้ขน้และจาํนวนวนัที!เหมาะสม หลงัชกันาํดว้ย 
 ไคโตซาน 
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 
 DPPH FRAP ฟีนอลิค ฟลาโวนอยด ์ รวมความ
เขม้ขน้ 15 วนั 15 วนั 30 วนั 15 วนั 30 วนั 15 วนั 30 วนั 
control - - - - - - - - 
10 - - - - - - - - 
100 1 2 2 1 - 1 - 7 
1,000 2 3 - 3 2 3 2 15 
1,500 3 3 1 - - - - 7 
รวมแต่ละวนั 6 8 3 4 2 4 2  
หมายเหตุ  จดัอนัดบัจากผลการวเิคราะห์ขอ้มูลจากภาพที! 4.7 ถึง 4.10 
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ตารางผนวกที!  2  ผลของไคโตซานต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว 
 
ปัจจยัที!เกี!ยวขอ้ง 
กบัการเจริญเติบโต 
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 
จาํนวนวนัหลงัสิ'นสุดการชกันาํ 
1 วนั 7 วนั 15 วนั 30 วนั 
พื'นที!ใบ 
(ตารางเซนติเมตร) 
                0 863 964 1,033 1,807 
              10 817 959 1,060 2,083 
            500 866 959    984 1,835 
         1,000 824 971 1,061 2,102 
         1,500 854 951 1,027 2,077 
อตัราการสงัเคราะห์แสง 
 (มิลลิโมลาห์/ตารางเซนติเมตร .
วินาที) 
                0 17.0 19.0 22.2 22.2 
              10 16.9 16.8 18.5 18.5 
            500 17.0 18.6 18.6 18.6 
         1,000 16.2 23.2 23.0 23.0 
         1,500 16.8 17.4 18.7 18.7 
นํ'าหนกัสด/นํ'าหนกัแหง้ 
                0 7.57 8.30 8.88 11.69 b 
              10 7.10 8.15 9.18 11.39 b 
            500 7.39 8.22 8.59 9.82 a 
         1,000 7.09 7.57 8.76 12.21 b 
         1,500 7.40 8.24 9.18 12.11 b 
ปริมาณสารที!สกดัได ้
(มิลลิกรัม/กรัมนํ'าหนกัแหง้) 
                0 2.55   2.85   3.57 4.66  
              10 2.54   2.46 3.17 4.51 
            500 2.56   2.83 3.21 3.92 
         1,000 2.43   3.49 4.01 4.88 
         1,500 2.52   2.56 4.04 4.82 
หมายเหตุ   ค่าเฉลี!ยที!ถูกกาํกบัดว้ยตวัอกัษรเดียวกนั แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบั
ความเชื!อมั!น 99 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิ DMRT 
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ตารางผนวกที!  3  การใหค้ะแนนเพื!อคดัเลือกความเขม้ขน้และจาํนวนวนัที!เหมาะสม หลงัชกันาํดว้ย 
  กรดซาลิไซลิก 
ความเขม้ขน้
(มิลลิกรัม/ลิตร) 
DPPH FRAP ฟีนอลิค ฟลาโวนอยด์ รวม
ความ
เขม้ขน้ 
7  
วนั 
15  
วนั 
7  
วนั 
30  
วนั 
7  
วนั 
15  
วนั 
7  
วนั 
15 
วนั 
control - - - - - - - - - 
10 - - - - - - - - - 
100 3 - 3 - 3 1 3 1 14 
150 - 2 - - 2 1 2 1 8 
200 1 - 2 1 - - - - 4 
ผลรวมแต่ละวนั 4 2 5 1 5 2 5 2   
หมายเหตุ   จดัอนัดบัจากผลการวเิคราะห์ขอ้มูลจากภาพที! 4.11 ถึง 4.14 
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ตารางผนวกที!  4  ผลของกรดซาลิไซลิกต่อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว 
 
ปัจจยัที!เกี!ยวขอ้ง 
กบัการเจริญเติบโต 
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 
จาํนวนวนัหลงัสิ'นสุดการชกันาํ 
1 วนั 7 วนั 15 วนั 30 วนั 
พื'นที!ใบ 
(ตารางเซนติเมตร) 
             0 852  933  1,040  1,869  
           10 797  1,010  1,092  1,986  
         100 842  920  1,100  2,063  
         150 886  934  996  1,916  
         200 832  954  1,097  1,351  
อตัราการสังเคราห์แสง 
 (มิลลิโมลาห์/ตารางเซนติเมตร 
.วนิาที) 
             0 16.6 18.5 21.5 24.8 
           10 15.0 20.5 23.2 20.7 
         100 16.2 21.4 20.2 26.5 
         150 16.4 18.5 22.5 20.5 
         200 15.7 10.8 15.4 18.2 
นํ'าหนกัสด/นํ'าหนกัแหง้ 
             0 7.31 8.00 8.93 11.83 
           10 6.56 8.39 9.22 10.87 
         100 7.17 7.83 9.35 11.95 
         150 7.57 8.29 8.39 10.30 
         200 7.22 8.14 9.32 10.00 
ปริมาณสารที!สกดัได ้
(มิลลิกรัม/กรัมนํ'าหนกัแหง้) 
             0 0.224 0.274 0.306 0.405 
           10 0.215 0.298 0.396 0.431 
         100 0.274 0.327 0.350 0.620 
         150 0.262 0.276 0.384 0.408 
         200 0.206 0.282 0.432 0.401 
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ตารางผนวกที! 5 การให้คะแนนเพื!อคดัเลือกความเขม้ขน้ และจาํนวนวนัที!เหมาะสมหลงัชกันาํดว้ย 
 คอปเปอร์คลอไรด์ 
 
ความเขม้ขน้
(มิลลิกรัม/ลิตร) 
DPPH FRAP Total phenolic  
Total 
flavonoids 
Total 
score 
A Day  Day  Day  Day  
1 7 15 30 1 7 15 30 1 7 15 30 1 7 15 30  
control - - - - - - - - - - 1 - - - 1 - 2 
10    - - - - - - - - - - - - - - - - - 
100  - - 1 - - - 1 - - - 2 - - - 2 - 6 
 200  - - 3 2 - - 3 1 - - 3 - - - 3 - 15 
 300  - - 2 - - - 2 - - - 3 - - - 3 - 10 
Total score B - - 6 2 - - 6 1 - - 9 - - - 9 -  
 
หมายเหตุ   จดัอนัดบัจากผลการวเิคราะห์ขอ้มูลจากภาพที! 4.15-4.18 
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ตารางผนวกที!  6  ผลของคอปเปอร์คลอไรดต่์อการเจริญเติบโตของกวาวเครือขาว 
 
ปัจจยัที!เกี!ยวขอ้ง 
กบัการเจริญเติบโต 
ความเขม้ขน้ 
(มิลลิกรัม/ลิตร) 
จาํนวนวนัหลงัสิ'นสุดการชกันาํ 
1 วนั 7 วนั 15 วนั 30 วนั 
พื'นที!ใบ 
(ตารางเซนติเมตร) 
            0 879  967  1,035  1,954  
          10 851  997  1,104  1,954  
        100 844  892  1,014  1,890  
        200 953  977  1,020  2,226  
        300 876  964  1,026    1,884  
อตัราการสังเคราห์แสง 
 (มิลลิโมลาห์/ตารางเซนติเมตร 
.วนิาที) 
            0 17.2 18.0 21.9 23.9 
          10 16.7 16.2 21.5 18.3 
        100 16.6 16.6 23.4 21.1 
        200 15.2 18.7 25.5 26.6 
        300 16.4 17.5 18.9 19.9 
นํ'าหนกัสด/นํ'าหนกัแหง้ 
            0 7.54 8.30 8.88 11.85 
          10 7.29 8.19 9.49 10.74 
        100 6.92 7.97 8.53 11.19 
        200 7.44 8.40 8.78 10.98 
        300 7.00 8.21 8.79 10.15 
ปริมาณสารที!สกดัได ้
(มิลลิกรัม/กรัมนํ'าหนกัแหง้) 
            0 0.258 0.272 0.303 0.405 
          10 0.251 0.244 0.366 0.385 
        100 0.249 0.251 0.399 0.442 
        200 0.255 0.277 0.433 0.576 
        300 0.246 0.260 0.337 0.396 
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ตารางผนวกที!  7  เปรียบเทียบ peak intensity ของสารอื!น ๆ ที!ตรวจพบการเปลี!ยนแปลงกบัพิวราริน 
 
ทรีตเมนต ์
ratio of peak intensity = mAU (แต่ละ retention time) / mAU (ของพิวราริน) 
retention time = 13.
2 นาที 
retention time =  
18.3 นาที 
retention time = 20
.1 นาที 
Water (control) 1.4 0.5 0.5 
SA 1.9 0.8 0.8 
CuCl2 0.6 0.3 0.2 
CuCl2 + SA 0.4 0.1 0.1 
Chitosan 3.4 0.4 0.3 
Chitosan + SA 1.2 0.4 0.4 
Chitosan + CuCl2 3.7 1.2 1.6 
Chitosan + CuCl2 + SA 4.1 1.3 0.6 
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ตารางผนวกที!  8  ระดบันํ'าตาลในเลือดของหนูปกติตลอดการทดลอง 30 วนั (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
 
การปฏิบติั วนัที! 0  วนัที! 7  วนัที! 14  วนัที! 21  วนัที! 30  
หนูปกติ 
68 96 64 69 71 
64 84 56 58 66 
72 64 71 66 57 
65 66 66 66 68 
ค่าเฉลี!ย 67.00 71.33 64.33 63.33 63.67 
s.d. 4.36 11.02 7.64 4.62 5.86 
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ตารางผนวกที!  9  ระดบันํ' าตาลในเลือดของหนูแรทปกติที!ไดรั้บสารกลุ่มต่าง ๆ และมีภาวะกลูโคส
              ในเลือดสูงเฉียบพลนั 
 
การปฏิบติั 
ระดบันํ'าตาลในเลือด (มิลลิกรัม/เดซิลิตร) 
0 นาที 60 นาที 120 นาที 180 นาที 240 นาที 
นํ'ากลั!น 
63 102 91 81 75 
65 120 93 79 72 
55 130 109 75 89 
57 98 90 73 70 
ค่าเฉลี!ย 60.0 112.5 95.8 77.0 76.5 
s.d. 4.8 15.1 8.9 3.7 8.6 
กลยัเบนคลาไมด ์
64 98 46 36 31 
67 108 69 61 58 
65 111 62 46 42 
58 103 71 68 59 
ค่าเฉลี!ย 63.5 105.0 62.0* 52.8* 47.5* 
s.d. 3.9 5.7 11.3 14.5 13.5 
กวาวเครือขาว  
100 มก./กกนํ'าหนกัตวั 
81 103 82 77 73 
64 117 89 73 74 
70 122 88 79 72 
58 104 87 79 71 
ค่าเฉลี!ย 68.3 111.5 86.5 77.0 72.5 
s.d. 9.8 9.5 3.1 2.8 1.3 
กวาวเครือขาว 
 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ'าหนกัตวั 
69 108 80 77 71 
79 118 89 71 72 
70 111 83 76 63 
63 129 88 74 77 
ค่าเฉลี!ย 70.3 116.5 85.0 74.5 70.8 
s.d. 6.6 9.3 4.2 2.6 5.8 
*p < 0.05 เมื!อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมในเวลาเดียวกนั 
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ตารางผนวกที!  10   ระดบันํ' าตาลในเลือดของหนูแรทเบาหวานที!ไดรั้บสารกลุ่มต่าง ๆ และมีภาวะ  
กลูโคส ในเลือดสูงเฉียบพลนั 
 
กลุ่มทดลอง 
ระดบันํ'าตาลในเลือด (มิลลิกรัม/เดซิลิตร)  
0  
นาที 
30  
นาที 
60 
นาที  
120 
นาที  
180 
นาที  
240  
นาที 
300  
นาที 
นํ'ากลั!น 
299 385 566 385 341 315 327 
353 399 600 464 407 379 397 
275 295 535 465 437 377 375 
313 375 494 352 337 325 317 
ค่าเฉลี!ย 310.0 363.5 548.8 416.5 380.5 349.0 354.0 
s.d. 32.7 46.7 45.1 57.0 49.5 33.7 38.2 
        
กลยัเบนคลาไมด ์
375 415 600 470 439 374 363 
364 383 600 429 355 306 254 
255 268 390 256 171 137 90 
261 373 569 337 387 219 198 
ค่าเฉลี!ย 313.8 359.8 539.8 373.0 338.0 259.0 226.2 
s.d. 64.6 63.7 100.9 95.8 116.6 103.2 113.8 
        
กวาวเครือขาว 
254 270 406 306 253 248 122 
331 393 506 345 322 277 206 
313 382 600 407 322 299 243 
399 432 600 442 373 338 322 
ค่าเฉลี!ย 324.3 369.3 528.0 375.0 317.5 290.5 223.3 
s.d. 59.7 69.6 92.6 61.0 49.3 37.9 83.1 
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ภาพผนวกที!  1  ความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ของ FeSO4 กบั ผลต่างของค่าดูดกลืนแสงที! 593  
นาโนเมตร  
 
  
 
ภาพผนวกที!  2  กราฟมาตรฐานของกรดแกลิค  
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ภาพผนวกที!  3  กราฟมาตรฐานของเคอร์ซีติน  
 
 
 
ภาพผนวกที!  4  ตน้กวาวเครือขาวที!ปลูกใน growth chamber 
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ภาพผนวกที!  5  โรงเรือนที!ใชป้ลูกกวาวเครือขาว 
 
 
 
ภาพผนวกที!  6  ตน้กวาวเครือขาวอาย ุ1 ปี ที!ปลูกในแปลงทดลอง 
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ภาพผนวกที!  7  กราฟมาตรฐานของพิวราริน 
 
 
 
ภาพผนวกที!  8  กราฟมาตรฐานของ จีนิสทีอิน  
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